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(57) Abstract 



The invention concerns the use of a recombinant nucleotide sequence containing a DN Ac coding for a lactoferrin, in particular human 
lactoferrin, or the derived proteins, and elements enabling a plant cell to produce lactoferrin or the derived proteins, coded by said DNAc, 
in particular a transcription promoter and terminator identified by the plant cell transcription machinery, to transform plant cells in order to 
obtain, from these cells, or plants obtained therefrom, lactoferrin or derived proteins. 

(57) Abre'ge' 

Utilisation d'une s6quence nucleotidique recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour une lactoferrine, notamment la 
lactoferrine humaine, ou les prote*ines de*rivees et d 'autre part, les 616ments permettant a une cellule veg6tale de produire la lactoferrine 
ou les prolines de>ivees, coddes par ledit ANDc, notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la machinerie 
transcriptionnelle des cellules v6g6tales, pour la transformation de cellules de plantes en vue de Tobtention, a partir de ces cellules, ou de 
plantes obtenues a partir de ces demieres, de lactoferrine ou des protdines derive*es. 
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LACTOFERRINES REC OMB I NANTES , LEURS PROCEDES DE PRODUCTION 
PAR LES PLANTES AINSI QUE LEURS UTILISATIONS. 



5 La presente invention concerne des 

lactof errines recombinantes (rLf), leurs procedes de 
production par les plantes ainsi que leurs utilisations. 

L' utilisation de certaines proteines issues 

10 de mammiferes est remise en question en raison des risques 

eventuels de contamination par des agents infectieux non 
conventionnels, notamment de type prions. Les consequences 
sur la commercialisation et les dispositions reglementaires 
sont lourdes. La mise au point de la production de proteines 

15 exemptes de toute contamination animale est done un nouvel 

enjeu mais elle rend compte de difficultes nouvelles, qui 
sont fonction de la proteine et du materiel vegetal choisis. 

On connait dans 1 ' art anterieur la 
publication de Mitra et al (1994) qui decrit la 

20 transformation de cellules de tabac avec la sequence d'ADN 

codant pour la lactoferrine humaine. Cependant, cette 
publication est limitee aux cellules vegetales et ne permet 
pas d'obtenir des plantes regenerees a partir de ces 
cellules. En outre, la proteine exprimee n'est pas purifiee 

25 et semble de toute fagon imparfaite puisque seul un fragment 

(48 kDa) est d^tecte au lieu de la proteine entiere. 

On connait egalement dans l'art anterieur la 
demande WO 9637094 qui decrit l'obtention de plantes 
30 resistantes aiox virus en les trans formant avec un gene 

codant pour la lactoferrine. Cependant, dans ce document 
egalement, la proteine n*est pas purifiee et le seul indice 
de sa presence est un test Western blot. 

De par la complexite de la lactoferrine et 
35 les particularity propres au materiel vegetal utilise, les 

etapes d'extraction et de purification representent 
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egalement un obstacle majeur a l'obtention de lactoferrine a 
partir de plantes . Les difficulties soulevees par ces deux 
etapes peuvent constituer une problematique nouvelle pour 
chaque proteine que l'on desire obtenir a partir d'une 
plante. 

La lactoferrine est une glycoproteine de la 
famille des trans f err ines . Apres sa decouverte dans le lait 
de femme, la lactoferrine fut mise en evidence dans les 
laits de nombreuses autres especes animales comme la vache, 
la chevre, la truie, la sour is et le cobaye, mais a des 
concentrations fort variables. Dans le lait de femme, la 
concentration de lactoferrine est de 1 a 2 g/1 ; celle-ci 
est particulierement elevee dans le colostrum puis diminue 
au cours de la lactation. Dans le lait, la lactoferrine est 
presente principalement sous forme apo, c'est-a-dire non 
saturee ,en fer. La lactoferrine a, d'autre part, ete 
decouverte dans de nombreuses autres secretions telles que 
la salive, la bile, le sue pancreatique et les secretions de 
l'intestin grele. On la retrouve dans la plupart des mucus 
comme les secretions bronchiques, les secretions vaginales, 
nasales et intestinales . 

La lactoferrine est presente egalement dans 
les leucocytes neutrophiles polymorphonucleaires ou elle est 
localisee dans les granules secondaires des cellules ne 
possedant pas de myeloperoxydase . La lactoferrine 
leucocytaire est synth^tisee au cours de la granulopoxese du 
stade promyelocytaire au stade metainyelocytaire. Lors de la 
degranulation des neutrophiles, la lactoferrine se retrouve 
liberee dans le plasma a une concentration relativement 
faible (0,4 a 2 mg/1) # comparativement au taux de 
transferrine presente dans le sang (2 a 3 g/1) . 

D&s 1984, Metz-Boutigue et al. ont determine 
la sequence peptidique de la lactoferrine humaine (hLf ) . 
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Cette sequence de 692 acides amines a ete confirmee par le 
clonage de l'ADNc de la lactoferrine de glande mammaire 
humaine (Powell et Ogden, 1990, Rey et al . , 1990). La 
lactoferrine et la serotransf errine possedent une structure 
primaire et une conformation spatiale tres proches . Ainsi, 
leur chaine polypeptidique est formee de 2 lobes (lobe N 
terminal et lobe C terminal) relies par un petit peptide en 
helice alpha. Les homologies de sequence entre les moities N 
et C terminales de la lactoferrine humaine atteignent 37%. 
Par hydrolyse trypsique de la lactoferrine humaine, Legrand 
et al. (1984) ont obtenu le fragment N trypsique <N-t) de 30 
kDa (residus d'acides amines 4 a 283), et le fragment C 
trypsique (C-t) de 50 kDa (residus d'acides amines 284 a 
692) . En proportion equimolaire, ces fragments sont capables 
de se reassocier en un complexe non covalent N-t / C-t qui 
possede des proprietes electrophoretiques et 

spectroscopiques voisines de celle de la lactoferrine 
humaine (Legrand et al., 1986). 

La lactoferrine peut fixer de maniere 
reversible 2 ions ferriques en developpant une coloration 
rose saumon dont le maximum d' absorption est centre a 465 
nm. La fixation de chaque ion ferrique necessite celle d'un 
ion carbonate. A pH 6,4, la constante d' association pour le 
complexe [Fe3 + ]2-Lf est de l'ordre de 10 24 M" 1 mais diminue 
avec le pH. Des etudes par diffraction des rayons X de la 
lactoferrine humaine i 3,2 A, a 2,8 A et 4 2,2 A ont montre 
que chaque ion ferrique est coordinne a 2 residus de 
tyrosine, une histidine, un acide aspartique et un ion 
carbonate. Ces acides amines sont les memes dans chacun des 
2 lobes. Les 2 sites de fixation du fer de la lactoferrine 
possedent une forte affinite pour ce metal mais le liberent 
a des pH diff brents. Ainsi, le lobe N-t libere son fer a pH 
5,8 (lobe acido labile), alors que le lobe C-t (lobe 
acido-stable) relargue son fer a pH 4. D'autres ions sont 
susceptible de se fixer & la prot^ine, en particulier le 
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gallium. Des chercheurs se sont interesses a 1 1 utilisation 
du complexe 67 Ga-Lf comme traceur dans les diagnostiques 
anti-cancer et ont montre qu'apres injection de 67 Ga, le 
complexe se retrouve pref erentiellement dans les tissus 
mammaires, dans les secretions physiologiques et 
pathologiques, ainsi que dans les lymphomes de Burkitt et 
Hodgkin . 

En ce qui concerne la glycosylation, la 
lactoferrine isolee du lait de femme porte 3 sites de 
glycolysation qui sont I'Asn 138 l'Asn 479 et l'Asn 624 , le premier 
etant situe dans le lobe N-t et les deux autres dans le C-t. 
La glycosylation s'effectue pref erentiellement sur 2 sites 
(Asn n8 et Asn 479 ) dans 85 % des molecules alors que la 
glycosylation d'un site (Asn 479 ) et des trois sites 
simultanement se produit dans 5 et 9 % des cas 
respectivement . Les glycannes de la lactoferrine sont de 
type N-acetyllactosaminique mono ou disialyles et fucosyles 
(Spik et al.,1982). Les residus de fucose sont branches en a 
(1,6) sur la N-acetylglucosamine du point d' attache ou en a 
(1,3) sur la N-acetylglucosamine 5 f de l'antenne. La 
lactoferrine leucocytaire differe de la precedente par 
1* absence totale de fucose. 

Alors que la serotransf errine est 
incontestablement le principal transporteur de fer de 
l 1 ensemble des cellules de l'organisme, les r61es de la 
lactoferrine paraissent essentiellement lies a la defense de 
l'organisme et aux mecanismes inf lammatoires, en agissant 
soit directement sur les micro-organismes pathogenes, soit 
indirectement sur les cellules immunitaires effectrices. 

La lactoferrine est un agent antimicrobien 
dont 1* action met en jeu plusieurs mecanismes. Le premier 
est l'effet bacteriostatique de la lactoferrine par 
ferriprivaftion (Spik et al., 1978). En sequestrant le fer du 
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milieu environnant, la lactoferrine inhibe la division des 
bacteries, le fer etant un element indispensable a la 
biosynthese de 1'ADN. De plus, un mecanisme d* action plus 
complexe faisant intervenir des anticorps a ete demontre. En 
effet, l'activite bacteriostatique de la lactoferrine 
augmente en presence d'IgA et d'IgG specif iques des 
bacteries pathogenes . D' autre part, le lysozyme peut associer 
son activite lytique pour les parois des bacteries Gram +■ a 
1' action de la lactoferrine. Ainsi, dans le lait, la 
lactoferrine, le lyzozyme et les anticorps peuvent agir en 
synergie lors d'une attague microbienne. 

Le second effet antibacterien de la 
lactoferrine est lie a son pouvoir bactericide. La 
lactoferrine se fixerait a la paroi des bacteries Gram- ce 
qui la destabiliserait et provoquerait une liberation des 
lipopolysaccharides (LPS) . Les parois deviendraient ainsi 
plus fragiles et plus sensibles a 1' action d' antibiotiques 
hydrophobes. Ces hypotheses ont ete confirmees par 
1 'utilisation de la microscopie electronique qui montre 
l 1 effet destabilisateur de la lactoferrine sur les bacteries 
Gram-, dont E. coli. Une hypothese a ete emise selon 
laquelle la fixation de la lactoferrine s ' ef f ectuerait sur 
le lipide A des LPS/ et qu'elle serait suivie par 
1' extraction de ces LPS de la membrane externe des 
bacteries, en les endommageant irremediablement . La region 
bactericide de la lactoferrine humaine (lactoferricine A) et 
bovine (lactoferricine B) a £te identifiee recemment: elles 
sont toutes deux localisees dans une boucle du lobe 
N- terminal, comprenant 18 acides amines, boucle formee par 
un pont disulfure entre les residus de Cys 20 et 37 pour la 
lactoferrine humaine et 19 a 36 pour la lactoferrine bovine. 
En outre, 1 ■ importance de la boucle formee par les residus 
28-34 de la lactoferrine humaine dans sa fixation aux LPS a 
6te montr^e. 
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Ainsi, par ses activities bac teriostatique et 
bactericide, la lactoferrine presente dans le lait de femme 
protege le nourrisson des diarrhees infantiles. 

Un effet antifongique de la lactoferrine 
humaine a ete etabli sur plusieurs souches de Candida. 

Des etudes ont egalement ete realisees avec la lactoferrine 
bovine et ont demontre cette action a la fois sur des 
levures et sur des champignons filamenteux. L 1 effet de la 
lactof erricine bovine serai t d'ailleurs superieur a celui de 
1 ' apolactof errine bovine entiere et similaire a celui de la 
polymyxine B, un antibiotique de type peptide cationique 
connu pour ses proprietes de destabilisation des membranes. 
II a ete egalement demontre que la lactof erricine B 
interagit directement a la surface du champignon en 
induisant ainsi des modifications de son ultrastructure . 

Recemment, plusieurs auteurs ont mis en 
evidence une activite antivirale de la lactoferrine humaine. 
En effet, certains types de virus penetrent dans la cellule 
par un mecanisme qui fait intervenir une adsorption des 
proteoglycannes des membranes des cellules cibles, suivie 
d'une fixation a un recepteur specif ique et par la fusion de 
la membrane virale avec celle de l'hote. La lactoferrine se 
fixant aux heparanes sulfates des cellules grace a sa forte 
basicite est ainsi capable d'inhiber 1' adsorption de 
plusieurs types de virus. Des etudes in vitro tr&s 
concluantes ont ete realisee avec le virus HIV (human 
immunodeficiency virus) et avec HCMV (human cytomegalovirus) 
avec une CI50 de 1'ordre de 40|ig/ml. Des resultats 

semblables ont 6te obtenus avec le virus HSV-1 (herpes 
simplex virus type 1) . Ces derniers travaux ont mis en 
evidence non seulement un blocage des recepteurs du virus 
(heparanes sulfates, proteoglycannes, recepteur LDL) mais 
aussi une possible interaction entre la lactoferrine et le 
virus . Ces roles recemment decouverts representent une 
nouvelle voie dans la prevention et la therapie, en 
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particulier pour les malades immunodef icients ou 
recidivistes vis a vis de ces infections virales. 

Une des consequences de 1 ' inflammation d'un 
tissu est la formation de radicaux libres et la peroxydation 
des lipides. La formation de ces radicaux libres provient 
notamment des mecanismes de phagocytose de micro-organismes , 
Selon la reaction d'Haber-Weiss, les radicaux libres sont 
engendres grace au fer ferrique qui agit comme catalyseur de 
la reaction. II a ete demontre in vivo que la lactoferrine 
provenant de la degranulation des neutrophiles stoppe la 
formation des radicaux libres extra-cellulaires en 
sequestrant immediatement le fer qui catalyserait la 
formation de ces radicaux. Par cette action, la lactoferrine 
evite que les tissus ne soient endoramages. Par un mecanisme 
analogue, la lactoferrine inhibe la peroxydation des lipides 
et protege ainsi les membranes cellulaires sur lesquelles 
elle se fixe. Ces etudes ont ainsi demontre que la 
lactoferrine possede une activite anti-oxydante et 
anti-inf lammatoire a la condition que la proteine soit sous 
sa forme privee de fer. 

La lactoferrine liberee par les granules 
leucocytaires a ete identifiee comme un inhibiteur de la 
production des colonies de granulocytes et de macrophages en 
diminuant la production de GM-CSF (facteur de stimulation 
des colonies de granulocytes et de macrophages) . Le 
mecanisme mis en jeu semble complexe puisque la lactoferrine 
agirait en inhibant la liberation d'une monokine responsable 
elle mdme de la liberation du GM-CSF par les lymphocytes, 
les fibroblastes et les cellules endotheliales . Cette 
monokine a ete identifiee a 1'ILl. 

De nombreux roles de la lactoferrine, comme 
la suppression de la production d'anticorps, la regulation 
de 1' activation du complement ou encore la regulation de 
1' activite des cellules NK (Natural Killer), impliquent des 
mecanismes qui sont regules par des cytokines * Des Etudes 
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montrent que la lactoferrine peut exercer un retrocontrole 
negatif sur certaines cytokines comme 1'ILl., 1 , IL2 / et le 
TNFa afin d'empecher la mobilisation et 1' activation des 
leucocytes sur le lieu de 1 ' inflammation. 

Zimecki et al . , (1991) ont demontre que des 
thymocytes immatures CD4- CD8- incubes en presence de 
lactoferrine acquierent le marqueur CD4+ caracteristique des 
lymphocytes auxiliaires. Ces auteurs mettent egalement en 
evidence differents changements phenotypiques et 
fonctionnels de cellules B mis en presence de lactoferrine 
(Zimecki et al . , 1995). Un recepteur specif ique de la 
lactoferrine humaine a ete caracterise sur les lymphocytes 
actives (Mazurier et al., 1989). Par ailleurs, le site 
d* interaction de la lactoferrine avec son recepteur 
lymphocytaire a ete decrit: Legrand et al. (1992) ont 
demontre qu'il etait compris dans la region N terminale, et 
plus precisement dans les 50 premiers residus de la 
lactoferrine . 

La lactoferrine semble reguler 1 1 activite 
cytotoxique des cellules NK (Natural Killer et des cellules 
LAK a des doses tres faibles (0,75 ng/ml) . La lactoferrine 

augmente de maniere significative 1' activite cytotoxique des 
cellules NK vis a vis des cellules tumorales et des cellules 
infectees par les retrovirus. La lactoferrine agit aussi sur 
la cytotoxicity des monocytes. La cause de cette stimulation 
par la lactoferrine de 1* activity cytotoxique des cellules 
NK, des lynphocytes mais aussi des cellules adherentes peut 
§tre la consequence, soit d'une activation des cellules 
tueuses a la suite de 1' internal i sat ion de la lactoferrine, 
soit d'une modification des cellules cibles qui 
deviendraient alors plus sensibles a la lyse. 

La lactoferrine semble egalement jouer un 
role immunoregulateur dans la reponse inf lammatoire (Elass- 
Rochard et al., 1995 ; confirm^ par Elass-Rochard et al., 
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1998) ; la mise en evidence d'une activite antitumorale a 
egalement fait l'objet de travaux de la part de Salmon et 
al. (1998). 

La lactoferrine exerce une activite facteur 
de croissance sur differentes cellules dans un milieu 
depourvu de serum de veau foetal. Cette activite a ete mise 
en evidence notamment sur des lignees lymphocytaires 
humaines B et T et vis a vis d'une lignee murine 
macrophagique (P388 DI) . La lactoferrine stimule egalement 

I * incorporation de thymidine tritiee dans l'ADN de cellules 
enterocytaires de rat. 

Le role du fer dans l 1 activite facteur de 
croissance reste encore controversee : selon certains 
auteurs, la lactoferrine interviendrait en apportant le fer 
necessaire a la proliferation cellulaire; pour d'autres, le 
fer ne jouerait aucun role, 1' activite mitogene n'etant due 
qu'a la proteine elle-m§me. 

L'hypothese que la lactoferrine est 
impliquee dans 1' absorption intestinale du . f er est venue de 

I I observation que chez les nourrissons alimentes au lait 
maternel, 1* incidence de la carence en fer est tres faible. 
De meme, seuls ces enfants maintiennent un important stock 
de fer jusqu'a 1' cLge.de 6 mois, ce qui suggere une grande 
biodisponibilite du fer contenu dans le lait de femme. 
Ainsi, le pourcentage d' absorption peut atteindre 81% au 
cours des trois premiers mois de la vie puis diminue 
rapidement. Parmi les differents constituants du lait de 
femme, la lactoferrine est le meilleur candidat pour 
expliquer, d'une part, 1 ■ importante biodisponibilite du fer 
du lait et d* autre part, la regulation de cette absorption. 
Cox et al. ont etudie des 1979 1 ' implication de la 
lactoferrine sur 1' absorption du fer par l'intestin humain. 
Le recepteur enterocytaire de la lactoferrine a ete mis en 
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evidence pour la premiere fois chez le lapin, puis chez la 
souris. Enfin, le recepteur enterocytaire humain a ete 
etudie et il a ete montre sur des cultures de cellules 
enterocytaires HT29 que le nombre de recepteurs de 
lactoferrine etait double en presence de chelateur de fer 
(Mikogami et al, 1994, 1995) . Cette augmentation est due a 
une syn these de novo de recepteurs. L' expression du 
recepteur de la lactoferrine est done regulee par le manque 
de fer et cette carence induit egalement une augmentation de 
1 ' internal isation du recepteur de la lactoferrine par les 
enterocytes. Ainsi, le recepteur de la lactoferrine semble 
jouer un role dans la nutrition martiale en particulier en 
cas de carence en fer. 

Outre la determination de la sequence de l'ADNc de 
la lactoferrine humaine, la sequence nucleotidique de l'ADNc 
de la lactoferrine de differentes especes animales a ete 
etablie. On peut notamment citer les sequences de : 

- la lactoferrine bovine (Pierce et al, 1991) , 

la lactoferrine porcine (Alexander B.F. et 

al, 1992) , 

- la lactoferrine murine (Shirsat N.V. et al, 

Gene, 1992), 

- la lactoferrine caprine (Le Provost F. et al, 

1994) . 

L 1 analyse des sequences peptidiques correspondant 
aux sequences des ADNc r6vele 1' existence d' homologies tres 
importantes. En particulier, la sequence de la lactoferrine 
humaine presente 69% d'homologie avec celle de la vache. Comme 
dans la lactof errrine humaine, la sequence nucleotidique de 
l'ADNc de la lactoferrine bovine renferme un peptide signal 
constitue de 16 acides amines. 

Cette homologie structurale entraine des 
homologies f onctionnelles . En particulier , comme l'extr6mite 
N-terminale de la lactoferrine bovine presente comme celle de 
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la lactoferrine humaine un pourcentage eleve d'acides amines 
basiques, ces deux lactof errines sont reconnues d'une maniere 
semblable par de nombreux constituants acides. II faut noter 
par exemple une interaction semblable de ces deux proteines 
avec les lipopolysaccharides de bacteries Gram- et avec les 
proteoglycanes qui se trouvent localises a la surface de 
nombreuses cellules . (Elass-Rochard E., et al . , 1995). 

Ces interactions semblables suggerent que ces deux 
lactof errines peuvent jouer un role identique dans 
1' inhibition de la liberation des cytokines des macrophages 
actives par les lipopolysaccharides, done dans les mecanismes 
des reactions inf lammatoires . 

De la meme maniere ces deux lactof errines 
devraient montrer les memes proprietes de fixation sur les 
cellules enterocytaires et done jouer un role identique dans 
l'absortion intestinale du fer et dans les differentes 
activites anti-bacteriennes et anti-virales . 

Ainsi, les nombreux roles de la lactoferrine, et 
notamment ses activites antioxydantes, antimicrobiennes et 
antivirales donnent un interet majeur a cette proteine en 
terme de therapie mais surtout de prophylaxie d' infections 
bacteriennes, fongiques et virales mais aussi en ce qui 
concerne la prevention des chocs septiques survenants 
classiquement apres une operation chirurgicale . 

Les activites immunoregulatrices et antitumorales 
de la lactoferrine peuvent en outre §tre utilisees en therapie 
inf lammatoire et cancereuse (Damiens et al. ; Zimecki et al.). 

La lactoferrine peut egalement §tre utilisee dans 
une methode de traitement dermopharmaceutique et cosmetique, 
par exemple dans un traitement cosm£tique anti-radicaux libres 
ou pour proteger la k^ratine des cheveux contre les agressions 
atmospheriques . 



WO 98/50543 



12 



PCT/FR98/00895 



DESCRIPTION DETAILLE DE L' INVENTION: 
L ' invention concerne : 

- 1 ' utilisation d'une sequence nucleotidique 
recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour une 
lactof errine, notamment une lactoferrine de mammifere, de 
preference la lactoferrine bovine, porcine, caprine, 
humaine, ou les proteines derivees (on entend par proteine 
derivee toute proteine presentant au moins 70 % d'homologie 
avec la proteine de reference, notamment au moins 80%, par 
exemple entre 85 et 100% d'homologie et/ou presentant un 
profil de glycosylation different tout en conservant les 
caracteristiques f onctionnelles de la lactoferrine de 
reference), et d' autre part, les elements permettant a une 
cellule vegetale de produire la lactoferrine ou les 
proteines derivees, codees par ledit ADNc, notamment un 
promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la 
machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales, pour 
la transformation de cellules de plantes en vue de 
I'obtention, a partir de ces cellules, ou de plantes 
obtenues a partir de ces dernieres, de lactoferrine ou des 
proteines derivees . 

- une sequence nucleotidique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle contient d'une part la sequence 
codante pour une lactoferrine, notamment une lactoferrine de 
mammif&re, de preference la lactoferrine bovine, porcine, 
caprine, humaine, ou les proteines derivees et d' autre part, 
les elements permettant a une cellule vegetale de produire 
la lactoferrine ou les proteines derivees codees par ladite 
sequence, notamment un promoteur et un terminateur de 
transcription reconnus par la machinerie transcriptionnelle 
des cellules vegetales. De maniere avantageuse, la sequence 
nucleotidique contient une sequence codant pour un peptide 
signal responsable de la secretion des polypeptides 
recombinants 
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un vecteur, notamment un plasmide, 
contenant une sequence nucleotidique selon 1 ' invention 
inseree le cas echeant en un site non essentiel pour sa 
replication. 

un hote cellulaire, notamment toute 
bacterie telle que Agrobacterium tumefaciens, transforme par 
un vecteur selon 1' invention, 

- un procede d'obtention de lactof errine, 
notamment la lactof errine humaine, ou des proteines 
derivees, caracterise en ce qu'il comprend : 

la transformation de cellules vegetales, 
notamment a l'aide d'un hote cellulaire selon 1' invention, 
lui-meme transforme par un vecteur selon 1' invention, de 
maniere a integrer dans le genome de ces cellules une 
sequence recombinante selon 1' invention, 

le cas echeant, 1 ' obtention de plantes 
transformees a partir des cellules transformees 
susmentionnees , 

- la recuperation de la lactof errine, notamment la 
lactof errine humaine, ou des proteines derivees 
recombinantes produits dans lesdites cellules ou plantes 
transformees susmentionnees, notamment par extraction, 
suivie, le cas echeant, par une purification, 

- une plante, un extrait de plante ou une 
partie de plante, notamment feuilles et/ou fruits et/ou 
semences et/ou cellules de plantes, transform^ 
genetiquement, caracteris^e en ce qu'elle contient une (ou 
plusieurs ) sequence ( s ) nucleotidique ( s ) recombinante ( s ) 
selon l 1 invention, integree(s) de fagon stable dans leur 
genome, ces plantes etant choisies notamment parmi le colza, 
le tabac, le maiis, le pois, la tomate, la carotte, le ble, 
l'orge, la pomme de terre, le soja, le tournesol, la laitue, 
le riz, la luzerne, et la betterave, 
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une lactof errine, notarament une 
lactoferrine humaine, ou proteine derivee caracterisee en ce 
qu'elle est obtenue selon le procede de 1' invention, 

- une plante, un extrait de plante ou une 
partie de plantes, notamment feuilles et/ou fruits et/ou 
semences et/ou cellules de plantes, transformers 
genetiquement caracterises en ce qu'ils contiennent une 
lactoferrine, notamment la lactoferrine humaine, ou une 
proteine derivee selon 1' invention, ces plantes etant 
choisies notamment parmi le colza, le tabac, le mais, le 
pois, la tomate, la carotte, le ble, l'orge, la pomme de 
terre, le soja, le tournesol, la laitue, le riz, la luzerne, 
et la betterave. 

1 ' utilisation de plantes, extraits de 
plantes ou parties de plantes selon 1' invention, et/ou de 
proteines (lactoferrine, notamment la lactoferrine humaine, 
ou proteine derivee) selon 1* invention, pour l'obtention de 
compositions pharmaceutiques , medicales , odontologiques , 
cosmetiques ou biotechnologiques , 

un Biomateriau ou une composition 
pharmaceutique, medicale, odontologique, cosmetique ou 
biotechnologique caracterisee en ce quelle comprend des 
plantes, extraits de plante, parties de plantes et/ou de 
proteines (lactoferrine, notamment la lactoferrine humaine, 
ou proteine derivee) selon l 1 invention. 

Une composition pharmaceutique selon 
1' invention comprend notamment toute composition selon 
1* invention constituant ou entrant dans la fabrication d'une 
composition permettant de prevenir ou de traiter une 
pathologie ou un sympt6me d'origine bacterienne, fongique ou 
virale, une inflammation ou une pathologie ayant une 
composante inf lammatoire, les chocs septiques, une 
pathologie liee a un phenomene de croissance cellulaire ou a 
une carence en f er comme 1 ' anemie . 
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Une composition cosmetique selon 1' invention 
comprend notamment toute composition selon 1 ' invention 
constituant (ou entrant dans la fabrication de) un additif 
pour preparation (cremes, pommades, fards, onguents) . 

Avantageusement , les sequences 

nucleotidiques recombinantes selon 1* invention contiennent 
une (ou plusieurs) sequence (s) codant pour un peptide 
responsable de l'adressage des polypeptides recombinants 
dans un compartiment determine de la cellule vegetale, 
notamment dans le reticulum endoplasmique ou dans les 
vacuoles, ou bien meme a 1 ' exterieur de la cellule, dans la 
paroi pectocellulosique ou dans I'espace extracellulaire 
aussi appele apoplasme. 

Parmi les terminateurs de transcription 
susceptibles d'etre utilises pour la transformation de 
cellules de plantes dans le cadre de la presente invention, 
on peut citer le terminateur polyA 35S du virus de la 
mosaique du chou-fleur (CaMV) , ou le terminateur polyA NOS, 
qui correspond a la region en 3 ' non codante du gene de la 
nopaline synthase du plasmide Ti d 'Agrobacterium tumefaciens 
souche a nopaline. 

A ce titre, 1* invention a pour objet toute 
sequence nucleotidique recombinante telle que decrite 
ci-dessus contenant en aval dudit ADNc ou de sa sequence 
d^rivee, le terminateur polyA 35S du CaMV, ou le terminateur 
polyA NOS d 'Agrobacterium tumefaciens. 

Parmi les promoteurs de transcription 
susceptibles d'etre utilises pour la transformation de 
cellules de plantes dans le cadre de la presente invention, 
on peut citer: 

le promoteur 35S (P35S) , ou 
avantageusement le promoteur constitutif double 35S (Pd35S) 
du CaMV, ces promoteurs permettant 1' expression des 
polypeptides recombinants de 1' invention dans 1* ensemble de 
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la plante obtenue a partir de cellules transformers selon 
1' invention, et sont decrits dans 1* article de Kay et al., 
1987, 

le promo teur PCRU du gene de la 
cruciferine de radis permettant 1' expression des 
polypeptides recombinants de 1 ' invention uniquement dans les 
semences (ou graines) de la plante obtenue a partir de 
cellules transformees selon 1' invention, et decrit dans 
l'article de Depigny-This et al . , 1992 ; 

les promoteurs PGEA1 et PGEA6 
correspondant a la region 5 ' non codante des genes de la 
proteine de reserve de graines, GEAl et GEA6, 
respect ivement , d' Arabidopsis thaliana (Gaubier et al . , 
1993), e t permettant une expression specif ique dans les 
graines , 

le promoteur chimerique super-promoteur 
PSP (Ni M et al., 1995), constitue de la fusion d'une triple 
repetition d'un element activateur transcriptionnel du 
promoteur du gene de l'octopine synthase d' Agrobacterium 
tumefaciens, d*un element activateur transcriptionnel du 
promoteur du g£ne de mannopine synthase et du promoteur 
mannopine synthase d' Agrobacterium tumefaciens, 

le promoteur actine du riz suivi de 
I'intron actine de riz (PAR-IAR) contenu dans le plasmide 
pActl-F4 decrit par McElroy et al. (1991), 

- le promoteur HMGW (High Molecular Weight 

Glutenine) d'orge (Anderson O.D. et al, 1989), 

- le promoteur du gene de yzeine de mais 
(Pyzeine) contenu dans le plasmide py63 decrit dans Reina et 
al. (1990), et permettant 1' expression dans 1' albumen des 
semences de mais. 

A ce titre, 1 ' invention a pour objet toute 
sequence nucl^otidique recombinante telle que decrite 
ci-dessus, contenant en amont dudit ADNc ou de sa sequence 
derivee, le promoteur constitutif double 35S (Pd35S) du 
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CaMV, ou le promoteur PCRU du gene de la cruciferine de 
radis, ou les promoteurs PGEA1 ou PGEA6 d 1 Arabidopsis 
thaliana, ou le super-promoteur PSP d 1 Agrobacterium 
tumef aciens, ou le promoteur PAR-IAR du riz, le promoteur 
HMGW d'orge ou le promoteur pyzeine du mals. 

Les sequences codant pour un peptide 
d'adressage utilisees dans le cadre de la presente 
invention, peuvent etre d'origine vegetale, humaine ou 
animale . 

Parmi les sequences codant pour un peptide 
d'adressage d'origine vegetale, on peut citer: 

la sequence nucleotidique de 69 
nucleotides (indiquee dans les exemples qui suivent) codant 
pour le propeptide (peptide signal) de 23 acides amines de 
la sporamine A chez la patate douce, ce peptide signal 
permettant 1 ' entree des polypeptides recombinants de 
1' invention dans le systeme de secretion des cellules 
vegetales transformers selon 1 1 invention (a savoir 
principalement dans le reticulum endoplasmique) , 

la sequence nucleotidique de 42 
nucleotides (indiquee dans les exemples qui suivent) codant 
pour le propeptide N- terminal d'adressage vacuolaire de 14 
acides amines de la sporamine A chez la patate douce, 
permettant 1 ' accumulation des polypeptides recombinants de 
1 ' invention dans les vacuoles des cellules vegetales 
transf ormees selon 1* invention, 

la sequence nucleotidique de 111 
nucleotides (indiquee dans les exemples qui suivent) codant 
pour le prepropeptide de 37 acides amines de la sporamine A 
constitue de la partie N-terminale vers la partie 
C-terminale des 23 acides amines du peptide signal 
susmentionne suivis par les 14 acides amines du propeptide 
susmentionne, ce prepropeptide permettant l 1 entree de 
polypeptides recombinants de 1 ' invention dans le systeme de 
secretion et leur accumulation dans les vacuoles des 
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cellules vegetales transf ormees selon 1' invention, les trois 
sequences susmentionnees etant decrites dans les articles de 
Murakami et al., 1986, et Matsuoka et al, 1991, 

le propeptide carboxy terminal de la 
lectine d'orge decrit notamment dans les articles de 
Schroeder et al, 1993 , et de Bednarek et al, 1991, 

- et le PRS (Pathogenesis Related Protein, 
Cornelissen et al . 1986) permettant la secretion. 

On peut egalement citer, parmi les sequences 
codant pour un peptide d'adressage, celle codant pour les 
peptides KDEL, SEKDEL et HDEL et permettant un adressage 
dans le reticulum endoplasmique . 

L' invention a egalement pour objet . toute 
sequence nucleotidique recombinante telle que decrite 
ci-dessus, contenant une sequence codant pour tout ou partie 
d'un peptide d'adressage vacuolaire, notamment celui de la 
sporamine A de la patate douce, cette sequence codant pour 
un peptide d'adressage vacuolaire etant situee, dans ladite 
sequence nucleotidique recombinante, entre la sequence 
codant pour un peptide signal et celle codant pour ledit 
ADNc ou sa sequence derivee, de telle sorte que le premier 
acide amine N-terminal du peptide d'adressage vacuolaire 
soit lie au dernier acide amine C-terminal du peptide 
signal, et que le dernier acide amine C-terminal dudit 
peptide d'adressage soit lie au premier acide amine N- 
terminal du polypeptide code par ledit ADNc ou sa sequence 
derivee, dans la prot^ine codee par ladite sequence 
nucleotidique recombinante. 

L ' invention a egalement pour objet toute 
sequence nucleotidique recombinante telle que decrite 
ci-dessus, contenant une sequence codant pour tout ou partie 
d'un peptide d'adressage vacuolaire, notamment celui de la 
lectine d'orge, cette sequence codant pour un peptide 
d'adressage vacuolaire etant situee, dans ladite sequence 
nucleotidique recombinante, en aval de la sequence codant 
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pour ledit ADNc ou sa sequence derivee, de telle sorte que 
le premier acide amine N-terminal du peptide d'adressage 
vacuolaire soit lie au dernier acide amine C- terminal du 
polypeptide code par ledit ADNc ou sa sequence derivee, dans 
la proteine codee par ladite sequence nucleotidique 
recombinante . 

EXEMPLE 1: Construction du plasmide 
pBS-Lf renfermant l'ADNc coiaplet codant la 
lactof errine humaine . 

La lactoferrine est synthetisee sous la 
forme d'une pre-proteine dans laquelle la sequence codant 
pour la proteine mature de 692 acides amines est precedee 
d'un peptide signal de 19 acides amines (PSLf), de sequence 
MKLVFLVLLFLGALGLCLA . 

L'ADNc entier contenant la sequence de ce 
peptide signal, a ete utilise dans ce travail. II a ete 
isole a partir d'une banque d' ADNc de glande mammaire 
humaine (Clontech, ref HL1037b, CA, USA) construite dans le 
vecteur A,gtll . La banque a ete criblee grace a une sonde 

oligonucleotidique correspondant aux acides amines du 
peptide signal (c ' est-a-dire les acides amines 1 a 19 de la 
hLf immature dite aussi prelactof errine humaine) de la Lf 
par la technique d' hybridation sur replique de 
nitrocellulose. Brievement, les clones sont fixes dans un 
bain de NaOH 0,5M, NaCl 1,5M, pendant deux min avant d'§tre 
neutralises dans une solution de NaCl 1,5 M # Tris-HCl 0,5 M, 
pH 7,4 durant 5 min. Les filtres sont alors rinces par du 2X 
SSC (17,5g/l NaCl* 8,8g/l citrate trisodique, QSP 11) 
L'ADN est finalement fixe par cuisson 2h a 80°C 
L' hybridation a et6 r^alisee a l'aide de la sonde 
oligonucleotidique decrite ci-dessus marquee au 32 P, a raison 
de 10 6 cpm/ml de solution d 1 hybridation (6X SSC, 10X Denhardt, 
0,1% (p/v) nonidet NP40 (octyl phenoxypolyethoxyethanol, 
Sigma), 100,p,g/ml d'ADN de sperme de saumon) durant une 
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nuit, a 65°C. Les repliques sont alors lavees 4 fois dans un 
solution de 2X SSC, 0,1%SDS a 42°C, avant d'etre places en 
exposition. 

Par hydrolyse menagee de ^gtll par EcoRI (3 
U/|lg d'ADN pendant 2 min a 37°C), l'ADNc entier de la Lf a 
ete clone dans le plasmide pBluescript SK (Stratagene, La 
Jolla, USA) au site EcoRI, conduisant ainsi au plasmide 
pBS-Lf . 

EXEMPLE 2: Construction du plasmide 
pBS-12 renfermant l'ADNc complet codant la 
lactoferrine humaine modi fie en son extremite 3'. 

Une modification en 3 ' de l'ADNc de la 
lactoferrine humaine a ete operee afin de pouvoir fusionner 
la sequence situee en aval du codon stop avec le terminateur 
contenu dans pBIOC21, decrit ulterieurement . Par PCR, cette 
modification a permis de supprimer le site naturel de 
restriction EcoRI (GAATTC) en amont du codon stop, d'en 
creer un 9 paires de bases en aval, suivi d'un site Xbal 
(TCTAGA) . 

Cette PCR sur matrice pBS-Lf a ete effectuee 
gr^ce au jeu d' oligodesoxynucleotides suivant: 

oligo 5 f : 5 1 ATGACAACACTGAGTGTCTGGCC 3* (correspondant aux 
acides nucleiques 1991 a 2011, c'est-a-dire aux acides 
amines 664 a 671 de la hLf immature) 

oligo 3' : 5 ' CCGTCTAGAGAATTCGTTTTACTTCCTGAGGAGTTCAC 3 1 , qui 
contient les sites de mutations (oligonucleotide chevauchant 
le codon stop, correspondant k l^cide amine 711 de la hLf 
immature) . 

Conditions de PCR : 
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Les reactifs utilises lors des differentes 
PCR sont fournis par Promega (Charbonniere, France) , les 
oligodesoxynucleotides sont synthetises par Eurogentec 
(Seraing, Belgique) . Dans chaque cas, 5 ng de matrice sont 
5 incubes en presence de 100 pmol de chacun des deux 

oligodesoxynucleotides, 3 \il de dNTP 10 nM, 6 \il de MgCl 2 25 
mM, 0,5 , \il (2,5 U) de Taq DNA polymerase, dans un volume 
final de 100 , ]il comprenant le tampon du fournisseur. 

10 La PCR a ete realisee par un bio-med 

THERMOCYCLER 60 (B. Braun) . La premiere denaturation a eu 
lieu 5 min a 94°C. Elle a ete suivie de 30 cycles comprenant 
chacun 1 min a 94 °C, 1 min a (Tm-10 °C soit 50°C) et 1 min 
a 72 °C. Pour terminer, une derniere phase d' elongation de 5 

15 min a 72 °C a ete effectuee. 

Le produit issu de cette PCR contient le 
site unique Ndel (acide amine 678 de la hLf immature) de 
l'ADNc de la lactoferrine . Ainsi, ce fragment a ete 
hydrolyse par Xbal et Ndel et sous- clone dans pBS-Lf delete 

20 du fragment Ndel-Xbal, ce qui a permis l'obtention du 

plasmide pBS-12. 

Les conditions de ligation ont ete les 
suivantes: lOOng de plasmides et lOOng d f inserts ont ete 

25 incubes 1 nuit a 16°C, en presence de 4U de T4 DNA ligase 

(Stratagene) , dans le tampon et les conditions preconises 
par le fournisseur, soit dans un volume final de 50jll 
contenant entre autre d' ATP 10 mM. Ces conditions ont 

ete utilises pour toutes les reactions de ligation decrites 

30 ci-apres. 

Le produit issu de la ligation a permis la 
transformation de bacteries DH5a prealablement rendues 

competentes par la technique au Rubididum decrite 
35 ci-dessous. 
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Preparation des bacteries competentes: 

1 ml de culture de nuit de DH5(X est rernis en 
culture dans du milieu LB (10g/l de bactotryptone, ( g/1 de 
yeast extract, 5 g/1 de NaCl) contenant du KC1 (250 mM) et 
du MgS04 (16 mM) jusqu'a l'obtention d'une DO 650 de 0,3. La 
suspension bacterienne est alors centrifugee a 2500 rpm 
pendant 5 min a 4°C ; le culot est repris dans du tampon 
Tfbl (RbCl lOOmM, MnCl 2 50 mM, CaCl 2 lOmM, KOAc lOmM, 
glycerol 15%, pH5,8 a juste avec HOAc 0,2M), incube sur la 
glace durant 15 min puis centrifuge de nouveau dans les 
memes conditions. Le culot est cette fois repris par 6,5 ml 
de tampon Tfb2 (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl 2 75 mM, Glycerol 
15%, pH7 ajuste avec NaOH 0,5M). Les cellules sont alors 
reparties a raison de 200 '^1 par tube et stockees a -80°C 

pour les etapes ulterieures de transformation. 

Lors de l'etape de transformation, les 
cellules sont decongelees sur la glace, la solution d'ADN 
(25 \il de la reaction de ligation, soit 50 ng d'ADN) est 
ajoutee a 200 |il de DH5a competentes. La suspension est 
incubee 20 min sur la glace puis plongee dans un bain-marie 
a 42 °C pendant 90 sec et replacee sur la glace durant 5 min. 
La suspension est remise en culture liquide dans du milieu 
LB pendant 1 h, puis etalee sur milieu LB contenant le 
marqueur de selection. Apr£s une culture d'une nuit k 37 °C, 
les clones sont analyses. 

Cette technique a ete utilisee pour toutes 
les transformations ulterieures. 

Apr£s analyse des clones de pBS12, la 
sequence du fragment amplifie par PCR est confirmee par 
s^quengage (Sanger et al., 1975) de ce plasmide (Sequenase 
DNA sequencing kit, United States Biochemical Corporation, 
Cleveland, USA) . 
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EXEMPLE 3: Construction du plasmide 
pBS-14 derive de pBS-12 renfermant I'ADNc codant la 
lactoferrine humaine dont la sequence du peptide 
5 signal (PSLf) a ete remplacee par celle du peptide 

signal de la sporamine de patate douce (PSSp) . 

Premierement , par PCR, un site Sail a ete 
introduit en aval de Xhol dans I'ADNc de la Lf, au niveau du 

10 premier codon de la sequence de la proteine mature, afin de 

pouvoir fusionner avec la sequence codant le peptide signal 
de la sporamine de patate douce (PSSp; Murakami et al . , 
1986; Matsuoka et al., 1991) permettant theoriquement la 
secretion. Le peptide signal de la sporamine de patate douce 

15 est constitue de 23 acides amines de sequence: 

MKAFTLALFLALS LYLL PNPAHS . 

Les oligodesoxynucleotides , oligo 5': 
5 ' TAACTCGAGGCCGGGTCGACGGAGAAGGAGTGTTCAGTG 3 ' contenant 
20 Sail (GTCGAC) et Xhol (CTCGAG) ; acides amines 16 a 28 de la 

hLf immature, 

et, 

oligo3 ' : 5 ' ACCCGTCCAATTCAAGAATGGACGAAG 3 ' 

contenant Xcml ( CCAATTCAAGAATGG , acide amine 153 de la hLf 
25 immature) , ont 6te utilises pour cette PCR sur matrice 

pBS-12 dont les conditions sont decrites precedemment. Le 
fragment issu de PCR a ete hydrolyse par Xhol et Xcml . II a 
ete insere aux sites Xhol et Xcml de pBS-12 en mettant en 
oeuvre les conditions de ligation decrites precedemment. La 
30 transformation a 6t£ realisee comme decrite precedemment. Le 

plasmide resultant est appele pBS-13 . Sa sequence a ete 
verifi^e par sequengage comme decrit precedemment. 

Deuxiemement, afin de fusionner l'ADNc du 
35 peptide signal de la sporamine a celui de la Lf mature, un 

site Sail (GTCGAC) a 6te introduit par PCR au niveau du 
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dernier codon de la sequence du peptide de la sporamine, 
ainsi qu'un site Xhol (CTCGAG) suivi d'un site EcoRI 
immediatement en amont du codon d' initiation ATG. Ces 
modifications ont ete realisees par PCR, sur matrice pMAT103 
selon les conditions decrites ci-dessus. Les 
oligodeoxynucleotides choisis ont permis 1' insertion de ces 
differents sites de restriction: 

oligo 5': 5* TCCCTCGAGGAATTCATGAAAGCCTTCACACTC 3', 
et, 

oligo 3': 5' TCCGTCGACCGGAATGGGCTGGATTGGGCAGG 3'. 

Apres digestion du fragment amplifie par 
Xhol et Sal L celui-ci a ete sous-clone dans pBS-13 
prealablement hydrolyse par Xhol et Sail. Le plasmide 
resultant pBS-14 a ete verifie par sequengage des 500 
premiers nucleotides de la proteine chimerique. 

EXEMPLE 4: Construction de pBIOC21. 

L ' expression dans les feuilles et les 
graines de tabac de l'ADNc codant la lactoferrine humaine a 
necessite les sequences regulatrices suivantes : 

1. le promoteur constitutif double 35S 
(Pd35S) du CaMV (virus de la mosaique du chou-f leur) . II 
correspond a une duplication des sequences activant la 
transcription situees en amont de 1 1 Element TATA du 
promoteur 35S naturel (Kay et al., 1987); 

2 . la sequence terminatrice de 
transcription, terminateur polyA 35S (T35S) , qui correspond 
a la region 3 1 non codante de la sequence du virus a ADN 
bicatenaire circulaire de la mosaique du chou-f leur 
produisant le transcrit 35S (Franck et al. f 1980). 

Les constructions des differents plasmides 
via 1 'utilisation des techniques d'ADN recombinant derivent 
de pBIOC4. Le plasmide binaire derive de pGA492 (An, 1986). 
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Le plasmide derivant de pBIOC4 et contenant la cassette 
d' expression " PD35.S-T35S" est le plasmide pBIOC21. 

Lies differents elements permettant de 
reproduire ces constructions sont par exemple contenus dans 
la description de la demande de brevet W09633277 qui est 
incorporee par reference. 

EXEMPLE 5: Construction de 
pBIOC21-PSLf -Lf • 

Le plasmide pBS-12 a ete hydrolyse par EcoRI 
pour isoler le fragment de 2160 paires de bases 
correspondant a la sequence codant la lactoferrine humaine 
precedee de son peptide signal naturel. Ce fragment a ete 
sous-clone dans le plasmide binaire pBIOC21 prealablement 
linearise en EcoRI et dephosphoryle . Le plasmide binaire 
obtenu est appele pBI0C21-PSLf -Lf . 

La reaction de dephosphorylation est 
appliquee a 800 ng d'ADN en presence de 1U de CIP 
(Stratagene) dans le tampon du fournisseur, dans un volume 
de 40, \il pendant 30 min a 37°C. Les reactions de ligation 
et de transformation de la souche DH5CX d' Escherichia coli 
ont ete realisees comme mentionne ci-dessus. 

L'ADN plasmidique de pBIOC21-PSLf-Lf a ete 
introduit dans la souche LBA4404 d'Agrobacterium tumefaciens 
selon le procede de Holsters (1978) . La validite des clones 
retenus est verifiee par digestion enzymatique de l'ADN 
plasmidique introduit , 

EXEMPLE 6: Construction de 
pBIOC21-PSSp-Lf . 

L'ADNc codant la prot^ine chimerique 
"PSSp-Lf" a ete excise de pBS-14 par hydrolyse par EcoRI. Ce 
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fragment codant de 2150 paires de bases a ete sous-clone au 
site EcoRI dephosphoryle de pBIOC21. Le plasmide binaire 
obtenu est appele pBIOC21-PSSp~Lf . 

Les reactions de dephosphorylation, 
ligation, transformation de la souche DH5a d' Escherichia 

coli ont ete realisees comme raentionne ci-dessus. 

L'ADN plasmidique de pBIOC21-PSSp-Lf a ete 
introduit dans la souche LBA4404 d'Agrobacterium tumefaciens 
selon le procede de Holsters (1978) . La validite des clones 
retenus est verifiee par digestion enzymatique de l'ADN 
plasmidique introduit. 

EXEMPLE 7 : Construction de 
pACT-IA-PSLf -Lf 

L* expression constitutive dans les semences 
de mals a necessite les sequences regulatrices suivantes: 

- promoteur actine de riz suivi de 1 ' intron 
actine de riz (pAR-IAR) contenu dans le plasmide pActl -F4 
decrit par McElroy et al. (1991); 

- la sequence terminatrice de transcription, 
terminateur polyA NOS, qui correspond a la region en 3' non 
codante du gene de la nopaline synthase du plasmide Ti 
d'Agrobacterium tumefaciens souche a nopaline (Depicker et 
al., 1982) . 

Le plasmide pBSII-pAR-IAR-tNOS dans lequel a 
ete insere la sequence codant "PSLf- Lf" est decrit par 
exemple dans la demande de brevet W09633277 qui est 
incorporee par reference. 
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La sequence codant "PSLf-Lf" a ete isolee 
par digestion enzymatique EcoRI a partir de pBS-12. Le 
fragment digere a ete purifie par electrophorese sur gel 
d' agarose a 0.8%, puis soumis a 1 ' electroelution, a la 
precipitation alcoolique, seche, repris dans H 2 0 II a ete 
traite par action de 1' enzyme Klenow (New England Biolabs) 
selon les recommandations du fabricant. II a ete insere dans 
le plasmide pBSII-pAR-IAR-tNOS digere doublement par Sail et 
Ncol, purifie, traite a 1' enzyme Mung Bean Nuclease (New 
England Biolabs) et dephosphoryle par 1 ' enzyme phosphatase 
alcaline de veau (Boehringer Mannheim) selon les 
recommandations des fabricants. La ligation a ete realisee 
avec 2 0 ng du vecteur dephosphoryle et 200 ng de fragments 
d'ADN contenant la sequence codant pour "PSLf-Lf", decrits 
ci-dessus, dans un milieu reactionnel de 20 \ll en presence 
de 2 |il de tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) , de 2 |xl de 
50% polyethylene glycol 8000 et de 5 U d' enzyme T4 DNA 
ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries, 
Escherichia coli DHBoc rendues prealablement competentes, ont 

ete transformees (Hanahan, 1983) . L'ADN plasmidique des 
clones obtenus, selectionnes sur 50 |ig/ml ampicilline, a ete 

extrait selon la methode de la lyse alcaline (Birnboim et 
Doly, 1979) et analyse par digestion enzymatique par des 
enzymes de restriction. Le plasmide resultant a ete appele 
pACT- IA-PSLf-Lf. 

EXEMPLE 8 : Construction de 
pACT-IA-PSSp-Lf 

La construction pACT-IA-PSSp-Lf est 
similaire a pACT- IA-PSLf-Lf excepte que la sequence 
"PSLf-Lf" a ete remplac<§e par celle codant "PSSp-Lf" 
correspondant au fragment EcoRI traite par 1' enzyme Klenow 
(New England Biolabs), isole a partir de pBS-14. Le plasmide 
resultant est appele pACT- IA- PSSp-Lf . 
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EXEMPLE 9: Construction de 
pgzeine-PSLf -Lf 

L' expression dans 1' albumen des semences de 
mais a necessite les sequences regulatrices suivantes : 

- le promoteur du gene gamma (g) de zeine de 
mais (Pgzeine) contenu dans le plasmide p63 decrit dans Reina 
et al., 1990. Le plasmide p63 resulte du clonage de Pgzeine, 
en r emplacement du promoteur 35S (P35S) , aux sites Hindi 1 1 
et Xbal du plasmide pUC18 renfermant, entre ses sites 
Hindi 1 1 et EcoRI, la cassette d* expression "P35S-gus-TNOS M 
de pBl221 commercialise par Clontech. II permet une 
expression dans 1 ' albumen des semences mais. 

- la sequence termina trice de transcription, 
terminateur polyA NOS, qui correspond a la region en 3* non 
codante du gene de la nopaline synthase du plasmide Ti 
d'Agrojbacterium tumefaciens souche a nopaline {Depicker et 
al. , 1982) . 

Le plasmide pgzeine-PSLf -Lf ou la sequence 
"PSLf-Lf est placee sous controle du Pgzeine, a ete obtenu 
par clonage aux sites, Sad et BamHI, traites par 1' enzyme 
T4 DNA polymerase (New England Biolabs) , puis dephosphoryles 
par 1' enzyme phosphatase alcaline de veau (Boehringer 
Mannheim) du plasmide p63, du fragment EcoRI traite a la 
Klenow (New England Biolabs) isole a partir de pBS-12. La 
ligation a ete realisee comme decrite dans I'exemple 7. Les 
bacteries, Escherichia coli DH50C rendues prealablement 
competentes, ont ete transformees (Hanahan, 1983) . L'ADN 
plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 50 ^ig/ml 
ampicilline, a et^ extrait selon la methode de la lyse 
alcaline et analyse par digestion enzymatique par des 
enzvmes de restriction. Le clone resultant a £te appele 
pgz6ine-PSLf -Lf . 
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EXEMPLE 10: Construction de 
pgzeine-PSSp-Lf 

La construction pgzeine-PSSp-Lf est 
similaire a pgzeine-PSLf -Lf excepte que la sequence codant 
"PSL.f-Lf" a ete remplacee par celle codant "PSSp-Lf 
correspondant au f ragmen t . EcoRI traite par l 1 enzyme Klenow 
(New England Biolabs) , isole a partir de pBS-14. Le plasmide 
resultant est appele pgzeine-PSSp-Lf. 

EXEMPLE 11 : Construction de pHMWG-IA- 

PSLf -Lf . 

L ' expression dans les sentences de mais a 
necessite les sequences suivantes : 

- le promoteur du gene HMWG (high-molecular-weight glutein) 
de ble (Anderson et al 1989) suivi de 1 ' intron actine de 
riz, 

- la sequence terminatrice de transcription, terminateur 
poly-A35S (T35S) , qui correspond a la region 3' non codante 
de la sequence du virus a ADN bicatenaire circulaire de la 
mosaique du chou-fleur produisant le transcrit 35S (Franck 
et al. , 1980) . 

Le plasmide pHMWG -IA resulte du cloriage de PHMWG-IA en 
remplacement du promoteur PD35S (P35S) du plasmide pJIT163 . 
Les differents elements permettant de reproduire cette 
construction sont notamment contenus dans la description de 
la demande de brevet internationale No. WO 96/33277. 

Le plasmide pHMWG-IA-PSLf-Lf oil la sequence « PSLf-Lf » est 
placee sous contr61e du PHMWG-IA, a ete obtenu par clonage 
au site Ecorl d^phosphoryle par 1' enzyme phophatase alcaline 
de veau (Boehringer Manheim) du plasmide pHMWG-IA, du 
fragment Ecorl isole a partir de pBS-12. La ligation a ete 
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realisee avec 100 ng du vecteur dephosphoryle et 50 ng de 
fragments d'ADN contenant la sequence codant pour « PSLf- 
Lf », decrits ci-dessus, dans un milieu reactionnel de 10 |il 
en presence de 1 ^1 de tampon T4DNA ligase (Amersham) a 14 °C 
pendant 16 heures . Les bacteries, Escherichia coli DH5a 
rendues prealablement competentes, ont ete transformees 
(Hanahan, 1983) , L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur 50 Hg/ml ampicilline, a ete extrait selon 

la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion 
enzymatique par des enzymes de restriction. Le clone 
resultant a ete appele pHMWG-IA-PSLf -Lf . 

EXEMPLE 12 : Construction de pHMWG-IA- 

PSSp-Lf . 

La construction de pHMWG-IA-PSSp-Lf est 
similaire a celle de pHMWG-IA-PSLf-Lf excepte le fait que la 
sequence codant pour « PSLf-Lf » a ete remplacee par celle 
codant pour « PSSp-Lf » correspondant au fragment EcoRI 
isole a partir de pBS14 . Le plasmide resultant est appele 
pHMWG-IA-PSSp-Lf . 

EXEMPLE 13 : Obtention de plants de 
solanacees transgeniques • 

A. Transformation des plantes de tabac. 

Les plants de tabac utilisees pour les 
experiences de transformation (Nicotiana tabacum var. Xanthi 
NC) sont cultivees in vitro sur le milieu de base de 
Murashige et Skoog (1962) additionne des vitamines de 
Gamborg et al. (1968, Sigma reference M0404) de saccharose a 
20 g/1 et d'agar (Merck) a 8 g/1- Le pH du milieu est ajuste 
a 5,8 avec une solution de potasse avant autoclave a 12 0°C 
pendant 20 min. Les plantules de tabac sont repiquees par 
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bouture des entre-noeuds tous les 3 0 jours sur ce milieu de 
multiplication MS20 (M0404 a 4,4 g/1, saccharose a 20 g/1, 
agar agar a 8 g/1, pH5,7). 

Toutes les cultures in vitro sont realisees 
en enceinte climatisee, dans les conditions definies 
ci-dessous: 

- intensite lumineuse de 30 [IE irf 2 .S _1 ; 
photoperiode de 16h; 

- thermoperiode de 26°C le jour, 24°C la 

nuit . 

La technique de transformation utilisee est 
derivee de celle de Horsch et al. (1985). 

Une preculture d'Agrobacterium tumefaciens 
souche LBA4404 contenant les plasmides binaires est realisee 
durant 48h a 2 8°C sous agitation, dans du milieu LB 
additionne des antibiotiques adequats (rifampicine et 
tetracycline) . La preculture est ensuite diluee au 50eme 
dans le meme milieu et cultivee dans les memes conditions. 

Apres une nuit, la culture est centrifugee 
(10 min. , 3000 g) , les bacteries sont reprises dans un 
volume equivalent de milieu MS30 liquide (M0404 a 4,4 g/1, 
saccharose a 30 g/1, pH5,7) et cette suspension est diluee 
au lOeme. 

Des explants d' environ 1 cm 2 sont decoup^s ^ 
partir des feuilles des plantules decrites ci-dessus. lis 
sont ensuite mis au contact de la suspension bacterienne 
pendant lh, puis seches rapidement sur papier filtre et 
places sur un milieu de coculture (MS30 solide correspond a 
MS30 liquide additionne d'agar agar a 8 g/1, de BAP 1 mgA et 
d 1 ANA 0,1 mg/1) . 

Apres 2 jours, les explants sont transferes 
en boites de Petri sur le milieu de regeneration MS30 
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(correspondant au milieu de coculture supplements en 
kanamycine a 200 mgA et augmentin a 400 mgA) . Ce milieu 
contient un agent selectif, la kanamycine (200 mg/1) , un 
bacteriostatique, 1' augmentin (400 mg/1) et les hormones 
necessaires a l 1 induction de bourgeons (BAP, 1 mg/1 et ANA, 
0,1 mg/1). Un repiquage des explants est effectue sur le 
meme milieu apres 2 semaines de culture. Apres 2 semaines 
supplementaires , les bourgeons sont repiques en boites de 
Petri sur le milieu de developpement compose du milieu MS20 
additionne de kanamycine et d' augmentin. Apres 15 jours, les 
bourgeons sont repiques de moitie. L * enracinement prend 
environ 20 jours, au terme desquels les plantules peuvent 
etre donees par bouture d' entre-noeuds ou sorties en serre. 

B. Obtention de plantes de tomate 

transgeniques . 

Les graines de tomate cv. UC82B sont 
sterilisees au Domes tos 10% 15 min. et rincees 3 fois dans 
de l'eau sterile. Le dernier ringage est effectue pendant 10 
min. sous agitation. 

Les graines ainsi sterilisees sont mises a 
germer sur milieu MSSV/2 (milieu de base de Murashige et 
Skoog (1962, Sigma reference M6899)/2 additionne des 
vitamines de Nitsch (Thomas et Pratt, 1981) , de saccharose a 
30 g/l # d'agar (Merck) & 8 g/1, pH 5,9, pendant 7 ou 8 jours 
en chambre climatisee (intensite lumineuse de 30 |lE.m" 2 , S' 1 , 

pho toper iode de 16 h/8 h, 26°C) . 

La technique de transformation utilisee est 
derivee de celle de Fillatti et al. (1987). 

Une preculture d'AgroJbacteriiun tumefaciens 
souche LBA4404 contenant les plasmides binaires est realisee 
pendant 24 h a 28°C sous agitation dans du milieu LB 
additionne des antibiotiques adequats (rifampicine et 



WO 98/50543 



33 



PCT/FR98/00895 



tetracycline) . La preculture est ensuite diluee au SOeme 
dans le meme milieu et cultivee dans les memes conditions 
pendant une nuit La DO a 600 nm est mesuree, les 
agrobacteries sont centrifugees (10 min, 3000 g) et repris 
dans du milieu KCMS liquide (decrit dans la publication de 
Fillatti et a 1 . , 1987) de maniere a obtenir une DO a 600 nm 
de 0,8. 

Des ameliorations techniques ont ete 
apportees a certaines etapes du protocole de Fillatti et al 
(1987) . La preculture des explants et la coculture sont 
realisees comme decrit par Fillatti et al. ( 1987) excepte 
que le milieu KCMS est supplements en acetosyringone (200 
mM) . 

Le milieu de lavage 2Z differe par 
1' addition de cefotaxime a 500 mg/1 au lieu de 
carbenicilline . Le milieu de developpement utilise est 
compose du milieu de base de Murashige et Skoog (Sigma 
MS6899) additionne des vitamines de Nitsch, de saccharose a 
20 g/1, de kanamycine a 50 mg/1, d'augmentin a 200 mg/1, 
d' ANA a 1 mg/1 et de zeatine a 0,5 mg/1, 

EXEMPLE 14: Ob tent ion de plants de 
colza transgeniques . 

Les graines de colza de printemps (Brassica 
napus cv WESTAR ou lignees Limagrain) sont desinfectees 
pendant 40 minutes dans une solution de Domestos a 15%. 
Apres 4 ringages a l'eau sterile, les graines sont mises a 
germer, ^ raison de 20 graines par pot de 7 cm de diametre 
et 10 cm de haut, sur du milieu mineral de Murashige et 
Skoog (Sigma M 5519) avec 30g/l de saccharose et solidifie 
avec de l'agargel a 5g/l. Ces pots sont places dans une 
chambre de culture a 26°C avec une photoperiode de 16h/8h et 
sous une intensite lumineuse de l'ordre de 80 jiE m -2 s" 1 . 
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Apres 5 jours de germination, les cotyledons 
sont preleves sterilement en coupant chaque petiole environ 
1 mm au-dessus du noeud cotyledonaire . 

Parallelement une preculture d'Agrobacterium 
tumefaciens souche LBA4404, contenant le plasmide binaire, 
est realisee en erlenmeyer de 50 ml, pendant 36 h a 2 8°C 
dans 10 ml de milieu bacterien 2YT complements avec les 
antibiotiques utiles a la selection de la souche utilisee. 

Cette preculture sert a ensemencer a 1% une 
nouvelle culture bacterienne effectuee dans les memes 
conditions. Au bout de 14 h la culture est centrifugee 15 
min a 3000 g et les bacteries sont reprises dans un volume 
equivalent de milieu de germination liquide. Cette 
suspension est distribute dans des boites de petri de 5 cm 
de diametre a raison de 5 ml/boite. 

L'extremite sectionnee du petiole est 
immergee quelques secondes dans la solution d' agrobacteries 
ainsi preparees, puis le petiole est enfonce de quelques 
millimetres dans le milieu de regeneration. Ce milieu a la 
meme composition de base que le milieu de germination avec 
en plus 4 mg/1 de benzyl -amino-purine (BAP) , phytohormone 
f avorisant la neof ormation de bourgeons ♦ Dix explants 
(cotyledon avec petiole) sont mis en culture par boite de 
petri de 9 cm de diametre (Greiner reference 664102). 

Apres 2 jours de coculture dans les memes 
conditions environnementales que les germinations, les 
explants sont repiques dans des boites phytatray (Sigma, 
reference P1552) , contenant le milieu precedent complements 
avec un agent selectif: 45 mg/1 de sulfate de kanamycine 
(Sigma, reference K4000) et un bacteriostatique: melange de 
1/6 (en poids) de sel de potassium d'acide clavulanique et de 



WO 98/50543 PCT/FR98/00895 

35 

5/6 sel de sodium d 1 amoxicilline (Augmentin injectable) a 
raison de 600 mg/1. 

Deux fois de suite, a 3 semaines 
d' intervalle, les explants sont repiques sterilement sur du 
milieu neuf dans les memes conditions. 



Les bourgeons verts apparus a la fin du 
deuxieme ou du troisieme repiquage sont separes de l'explant 

10 et mis en culture individuellement dans des pots 

transparents de 5 cm de diametre et de 10 cm de haut 
contenant un milieu identique au precedent mais depourvu de 
BAP. Apres 3 semaines de culture la tige du bourgeon 
transforme est sectionnee et le bourgeon est repique dans un 

15 pot de milieu frais. Au bout de trois a quatre semaines les 

racines sont assez developpees pour permettre 
1 ' acclimatation de la plantule dans un phytotron. Les 
bourgeons qui ne sont pas verts ou enracines sont elimines 
Ces plantules sont alors transplantees dans des godets de 7 

20 cm de cote remplis de terreau (norme NF U4455 1: 40% tourbe 

brune, 30% bruyere tamisee et 30% sable) sature en eau. 
Apres deux semaines d' acclimatation en phytotron 
(temperature 21°C / photoperiode 16h/8h et 84% d'humidite 
relative) , les plantules sont rempotees dans des pots de 12 

25 cm de diametre remplis du meme terreau enrichi en engrais 

retard (Osmocote, a raison de 4 g/1 de terreau) puis 
transportees en serre (classe S2) regul^e a 18°C, avec deux 
arrosages quotidien de 2 minutes a l'eau. 

30 Des 1' apparition de fleurs celles-ci sont 

ensachees (Crispac, reference SM 570y 300 mm*700 mm) de 
fagon a empecher la fecondation croisee. 



35 



Lorsque les siliques sont arrivees a 
maturite, elles sont recoltees, sechees, puis battues. Les 
graines obtenues servent au dosage de l'activite 
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biochimique. La selection de la descendance transgenique se 
fait par germination sur un milieu contenant du sulfate de 
kanamycine a raison de 100 a 150 mg/1 (selon les genotypes) . 
Les conditions operatoires sont identiques a celles decrites 
ci-dessus a ceci pres que les germinations sont effectuees 
en tubes de verre avec une seule graine par tube. Seules les 
plantules developpant des racines secondaires les trois 
premieres semaines sont acclimatees en phytotron avant 
d'etre passees en serre. 

EXEMPLE 15: Obtention de plantes de 
ma is transgeniques . 

A. Obtention et utilisation de cal de mais 
comme cible pour la transformation genetique. 

La transformation genetique du mais, quelle 
que soit la methode employee (electroporation; 
Agrobacterium, microfibres, canon a particules) , requiert 
generalement 1 • utilisation de cellules indif f erenciees en 
divisions rapides ayant conserve une aptitude a la 
regeneration de plantes entieres. Ce type de cellules 
compose le cal friable embryogene (dit de type II) de mais. 

Ces cals sont obtenus a partir d'embryons 
inimatures de genotype Hi II ou (A188 x B73) selon la methode 
et sur les milieux decrits par Armstrong (1994) Les cals 
ainsi obtenus sont multiplies et maintenus par repiquages 
successifs tous les quinze jours sur le milieu d' initiation, 

Des plantules sont ensuite regenerees a 
partir de ces cals en modifiant l'equilibre hormonal et 
osmotique des cellules selon la methode decrite par Vain et 
al. (1989). Ces plantes sont ensuite acclimatees en serre ou 
elles peuvent etre croisees ou autof econd^es . 
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B. Utilisation du canon a particules pour la 
transformation genetique du mais. 

Le paragraphe precedent decrit 1'obtention 
et la regeneration des lignees cellulaires necessaires a la 
transformation; on decrit ici une methode de transf ormation 
genetique conduisant a 1 ' integration stable des genes 
modifies dans le genome de la plante. Cette methode repose 
sur 1' utilisation d'un canon a particules identique a celui 
decrit par J. Finer (1993) ; les cellules cibles sont des 
fragments de cals decrits dans le paragraphe 1 Ces fragments 
d'une surface de 10 a 20 mm 2 ont ete disposes, 4 h avant 
bombardement , a raison de 16 fragments par boite au centre 
d'un boite de petri contenant un milieu de culture identique 
au milieu d' initiation, additionne de 0,2 M de mannitol + 
0,2 M de sorbitol. Les plasmides portant les genes a 
introduire sont purifies sur colonne Qiagen,, en suivant les 
instructions du fabricant. lis sont ensuite precipites sur 
des particules de tungsten (M10) en suivant le protocole 
decrit par Klein (1987). Les particules ainsi enrobees sont 
projetees vers les cellules cibles a l'aide du canon et 
selon le protocole decrit par J. Finer (1992) . 

Les boites de cals ainsi bombardees sont 
ensuite scellees a 1 1 aide de Scellof rais , puis cultivees a 
1' obscurity a 27 °C. Le premier repiquage a lieu 24 h apres, 
puis tous les quinze jours pendant 3 mois sur milieu 
identique au milieu d 1 initiation additionne d'un agent 
selectif dont la nature et la concentration peuvent varier 
selon le g&ne utilise (voir paragraphe 3). Les agents 
selectifs utilisables consistent generalement en composes 
actifs de certains herbicides (Basta ™, Round up™, ) ou 
certains antibiotiques (Hygromycine, Kanamycine. . . ) . 

On obtient apres 3 mois ou parfois plus t6t, 
des cals dont la croissance n'est pas inhibee par l 1 agent de 
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selection, habitue llement et majoritairement composes de 
cellules resultant de la division d'une cellule ayant 
integre dans son patrimoine genetique une ou plusieurs 
copies du gene de selection. La frequence d'obtention de 
tels cals est d'environ 0,8 cal par boite bombardee 

Ces cals sont identifies, individualises, 
amplifies puis cultives de fagon a regenerer des plantules 
(cf. paragraphe A exemple 15). Afin d'eviter toute 
interference avec des cellules non trans formees toutes ces 
operations sont raenees sur des milieux de culture contenant 
1' agent selectif. 

Les plantes ainsi regenerees sont 
acclimatees puis cultivees en serre ou elles peuvent etre 
croisees ou autof econdees . 

Les plantes obtenues selon 1' invention 
possedent un phenotype distant de celui obtenu dans 
W09637094. 

EXEMPLE 16-a : Detection des 
lactof errines humaines recombinantes (rhLf) a partir 
de feuilles de plante. 

Afin de tester les plantes les plus 
productives, une extraction des proteines solubles a ete 
realisee sur une vingtaine d'6v6nements de transformation 
pour chacune des constructions pBIOC21-PSLf-Lf et 
pBI0C21-PSSp-Lf , suivie d'une mise en evidence qualitative 
et quantitative de la Lf recombinante (rhLf) . Ainsi, les 
feuilles ont ete broyees d^ns 1' azote liquide jusqu'a 
I'obtention d'une poudre fine. Les proteines solubles orit 
ete extraites k partir de la matiere veg^tale par un tampon 
d' extraction (Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 rnM, 
Triton X 100 0.1 %, pHe^), a raison de 4 ml de tampon par 
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gramme de feuille. Apres centrif ugation de l'extrait pendant 
30 min a 13 000 g, le surnageant a ete decante, filtre et 
utilise pour les etapes ulterieures de mise en evidence de 
la lactoferrine recombinante . 

Methode ELISA de detection de la 
Lactoferrine (Micogami et al, 1994) . 

La selection d'un trans formant pour chaque 
type de construction moleculaire se fait en comparant la 
quantite de Lf recombinante a la quantite de proteines 
solubles. Le dosage des proteines solubles a ete realise par 
microtitration (Promega, Charbonniere, France) , et le taux 
d* expression de rhLf a ete mesure par technique ELISA 
decrite ci-dessous. 

Un anticorps polyclonal de lapin 
anti-lactof errine humaine a ete produit comme suit: 
L' immunisation du lapin a ete realisee par 3 injections 
intra-musculaires successives de hLf. Lors de la premiere 
injection, 1 mg de hLf dissoute dans 0,25 ml de serum 
physiologique apyrogene et 0,25 ml d' adjuvant complet de 
Freund (Difco) ont ete injectes. Apres 2 semaines, une 
seconde injection a ete realisee avec 1 mg de hLf dissoute 
dans 0,25 ml de serum physiologique apvrog&ne et 0,25 ml 
d' adjuvant imcomplet de Freund (Difco). Puis, au bout de 4 
semaines, une troisi&ne injection a ete realisee dans les 
memes conditions que la seconde. Un premier prelevement 
sanguin effectu^ 10 a 15 jours apres la troisieme injection 
a permis d'obtenir 20 ml de sang. Puis, des injections 
correspondant a des rappels d 1 immunisation (meme condition 
que seconde injection decrite ci-dessus) ont permis des 
prelevements reputes tous les 10 jours. Les immunoglobulines 
de 1' antiserum de lapin ont 6t6 purifiees par precipitation 
au sulfate d* ammonium a 35% de saturation. Le precipite a 
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ete dialyse dans un tampon TrisHCI 10 mM pH8, puis purifies 
par chromatographie sur DEAE Trisacryl (IBF) . 

Les anticorps polyclonaux ont ete incubes 
dans les puits de la plaque de microtitration a raison de 
100 \xl par puits (soit 35 |xg /ml) dans un tampon bicarbonate 

de sodium (NaHC03) 10 mM (pH 9,6) une nuit a 4°C ou 2h a 37 
°C. 

Une incubation de la plaque ELISA (Falcon) 
dans 150 \il de PBS (NaCl 150 mM, phosphate de sodium 

(Na2HP04, NaH2P04) 50 mM, pH7,5) - tween 2% pendant 20 min a 
temperature anmbiante a permis de bloquer les sites non 
specif iques. Apres trois lavages au PBS - tween 0,05%, 100 
|il de chaque echantillon issus des extraits de proteines 

solubles ont ete incubes a 37 °C pendant 2h avant que la hLf 
ne soit detectee par des Ac monoclonaux anti-Lf. Les Ac 
monoclonaux anti-Lf ont ete produits par fusion de 
splenocytes de sour is et de cellules de myelome SP 2 0/Ag. Le 
surnageant du milieu de culture de ces hybridomes a £te 
utilise directement lors du test ELISA. Le complexe Ac-rhLf 
a ete reconnu par des anticorps de chevre anti-souris 
marques a la peroxydase (Diagnostic Pasteur) dilue au 
l/3000e dans du PBS et a ete mis en contact, comme 
precedemment , 2h a 37 °C. La revelation est r^alisee sous 
agitation par addition de la solution de substrat (4 mg 
d' ortho-phenylen6diainine dihydrochloride dans 10 |xl de 

tampon " acide citrique / citrate de sodium " 0,2M pH 5,5 en 
presence de 10 \il d'H 2 0 2 ), la coloration a 6te obtenue en 

quelques minutes, et la reaction a ete stoppee par ajout de 
50 \il par puits de H 2 S0 4 a 20 %. La densite optique a ete lue 

a 490 mM. 

Entre chaque etape, les puits ont ete laves 
au PBS- tween 0,05 %. 
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Le rapport rhLf sur proteines solubles est 
represents dans le diagramme Fig. 1. II a permis de 
selectionner le transf ormant T19 pour la construction 
pBIOC21-PSLf Lf , et le transf ormant T30 pour la construction 
pBIOC21-PSSp-Lf . 

L' analyse des transf ormants par la technique 
ELISA a en outre permis de mettre en evidence un taux 
d' expression de la rhLf dans le transformant T30 obtenu avec 
la construction pBIOC-PSSp-Lf trois fois superieur a celui 
du transformant T19 transf orme par pBIOC-PSLf -Lf . Ce 
resultat indique un niveau d' expression de la rhLf plus 
eleve lorsque le peptide signal naturel de la proteine est 
remplace par celui de la sporamine. 



Technique de Western Blot. 

Afin de verifier la masse moleculaire 
apparente de la rhLf des transf ormants selectionnes, des 
tests de Western Blot (Fig. 2 et 3), et 
d' immunoprecipitation (Fig. 4) ont ete effectues a partir 
des extraits de proteines solubles. 

Apres electrophor&se en gel de 
polyacryl amide SDS-PAGE 7,5 % (20 \ig de proteines solubles 

par puits) , les proteines sont transferees sur membrane de 
nitrocellulose. Celle-ci est alors incubSe dans du 
*PBS-tween 2 % puis lavee 3 fois dans du PBS-tween 0,05 %. 
Des anticorps polyclonaux de lapin ont ete produits par 
purification d'un anti-serum de lapin par chromatographie 
sur DEAE Trisacryl. Apr£s dilution au 500 e dans du PBS (soit 
7 ^ig/ml), ils ont ete mis en contact avec la membrane durant 

3h a 20 °C avant que celle-ci ne soit lavee dans du 
PBS-tween 0,05 %. Le conjugue, un anticorps de chevre 
anti-IgG de lapin (Diagnostic-Pasteur) marque a la 
peroxydase et dilue au 2500 e dans du PBS a ensuite et6 incub<§ 
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lh a 20 °C. La membrane a ete a nouveau lavee trois fois 
avec du PBS. Une derniere incubation de la membrane dans 100 
ml de PBS en presence de 40 mg de DAB (3-3 ' -diaminobenzidine 
tetrahydrochloride) et de 200 |il d'H 2 0 2 a permis la 

revelation finale . 

*PBS: 150 mM NaCl, 50mM Na2HP04, NaH2P04, 

pH7 , 5 . 

Comme le montre la Fig, 2, 1' analyse des 
plantes issues de la premiere transformation montre la 
presence d'une bande de masse moleculaire apparente de 80 
kDa reconnue par les anticorps anti-Lf. Aucun signal n'est 
detecte chez le temoin non trans forme a savoir Nicotiana 
tabacum var. Xanthi . La presence de rhLfl a ete mise en 
evidence dans le transformant T19, ce qui confirme les 
resultats obtenus par 1 ' analyse ELISA. 

La Fig. 3 represente un Western-blot des 
proteines solubles issues du transformant T30. Elle demontre 
1' existence de rhLf de masse moleculaire apparente de 80 kDa 
qui co-migre avec la Lf isolee a partir du lait humain. II 
est a noter que la rhLf se presente sous la forme d'une 
bande doublee. Ce doublet ne s'explique pas par une 
modification au niveau de la sequence N-terminale (cf. 
example 16) . 

Immunoprecipi tat ion 

6 mg de Proteine-A Sepharose (Pharmacia) ont ete incubes 1 h 
a temperature ambiante en presence de 5 mg d' anticorps 
polyclonaux de lapin anti-Lf humaine. Ces anticorps ont ete 
produits comme decrit dans l'exemple 16. Les billes de 
Proteine-A Sepharose ont ete recuperees par centrifugation, 
lavees trois fois par du TBS (Tris- HC1 20 inM, NaCl 150 mM, 
pH8,2) et mises en agitation dans 20 ml d'extrait de 
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proteines solubles , 2 h a temperature ambiante . Apres trois 
lavages au TBS , le complexe proteique a ete dissocie dans du 
tampon de reprise (Tris 62,5 mM, SDS 2%, saccharose 10%, 
P-mercaptoethanol 5%, bleu de bromophenol 5%) separe par gel 

de polyacrylamide SDS-PAGE 7,5% et enfin colore au bleu de 
Coomassie . 

La Fig. 4 montre qu' apres immunoprecipitation des extraits 
de proteines solubles du transformant T19, la rhLf est 
visualisee sous forme d'un doublet de masse moleculaire 
apparente de 80 kDa. Concernant le transformant T30, le 
resultat est identique. 

EXEMPLE 16-b : Detection des 
lactof errines humaines recombinantes (rhLf) dans les 
graines de mais . 

A. Extraction des proteines a partir des 

graines de mais . 

Les graines sont broyees dans de 1 ' azote 
liquide. Puis, une maceration est realisee en ajoutant 5 ml 
de tampon (Tris-HCl lOOmM pH8, EDTA ImM, DTT ImM, NaCl 
250mM, Triton X100 0,2%) a 500 mg de broyat pendant une nuit 
a 4°C. L'homogenat est ensuite centrifuge a lOOOOg a 4°C 
pendant 10 min. Un dosage de proteines est effectue selon la 
methode de Bradford. 

B. Immunodetection de la lactof errine. 

Les proteines extraites sont denaturees par 
chauffage a 95 °C pendant 5 min en presence du tampon Tris- 
HCl 50 mM pH6,8, SDS 4%, saccharose 20%, P-mercaptoethanol 

1% et bleu de bromophenol 0,01%. Les proteines sont ensuite 
separees par electrophorese sur gel de polyacrylamide en 
conditions denaturantes a 10%. Apres migration, les 
proteines sont transferees sur membrane de nitrocellulose. 
La lactof errine est revelee k l'aide d'un anticorps anti- 
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lactoferrine humain produit chez le lapin, puis d'un anti- 
IgG de lapin couple a la phosphatase alcaline. 

C. Crible des graines de mais transf ormees 
avec la construction pHMWG-IA-PSSp-Lf . 

Sur les 10 transf ormants testes, 5 
presentent un signal positif par immunodetection. 

EXEMPLE 17: Exemple de purification de 
la lactoferrine humaine recombinante (rhLf ) . 

Une chromatographie d'af finite sur gel de 
Sepharose 4B active au BrCN (Pharmacia Biotech) sur lequel a 
ete branche un anticorps polyclonal anti-lactof errine 
humaine a permis la purification de rhL.fl issue de 
pBIOC21-PSLf-Lf et de rhLf2 issue de pBIOC21-PSSp-Lf : 

1 ml de gel fixant environ 3 mg d* anticorps, 
a ete incube pendant une nuit a 4°C en "batch" dans 100 ml 
d'extrait proteique dont le pH est amene a 8,2 par du Tris 1 
M. 

Puis, le gel a ete lave abondamment par du 
TBS pH 8,2 (Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 nM, pH8,2) suivi de TBS 
en 1 M NaCl, pH 8,2. L'elution a ete realisee par un tampon 
glycine-HGlO, 2 M, pH 2,4, en trois elutions successives qui 
sont analysees sur gel.de polyacryl amide 7,5 %. 

Cette technique a ete utilisee pour la 
preparation de rhLfl en vue de l 1 analyse de la sequence 
N-terminale. L * analyse en gel de polyacrylamide SDS-PAGE 
7,5% des rhLfl et rhLf2 purifiees par cette technique ne 
montre pas de difference de masse moleculaire entre les deux 
rhLf . (Fig. 5) 
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En ce qui concerne la proteine chimerique 
rhLf2 issue de pBIOC21-PSSp-Lf , une purification a plus 
grande echelle a ete entreprise en vue d' analyses 
approfondies de cette proteine. En effet, par 
5 chroma tographie d'echange d'ions sur colonne SP Sepharose 

Fast Flow (Pharmacia Biotech) equilibree dans un tampon 
acetate de Na 0,2 M pH 7, sur un appareil de type Biopilot 
(Pharmacia biotech) , la rhLf 2 a ete eluee par un gradient de 
NaCI de 0 a 1 M. La rhLf 2 a ete retrouvee majoritairement 
10 dans une fraction eluee a 0,7 M NaCI comme le prouvent les 

tests ELISA realises sur 1' ensemble des fractions 
collectees . 



Les fractions positives ont ete concentrees 
15 par ultrafiltration sur Centriprep 30 (Amicon, Beverly, 

USA) , dialysees contre du PBS (NaCI 50 mM, Na2HP04-NaH2P04 
50 mM, pH7,5) et congelees a - 20 °C. La purete de la rhLf 2 
a ete verifiee en gel de polyacryl amide SDS - PAGE 7,5 % 

20 EXEMPLE 18 : Variante d' extraction et 

de purification de la lactoferrine humaine 
recombinante . 



Les feuilles de tabac fraiches ou congelees 
25 ont ete broyees dans 1' azote liquide jusqu'a l'obtention 

d'une poudre fine. Les proteines solubles ont ensuite ete 
extraites a partir de la mati^re veg^tale par un tampon 
d' extraction (Tris/HCl 50mM, , NaCI lOOmM, EDTA 1 mM, 
dithiothrei thiol 1mm, Triton X10 0,2% (p/v) , 
30 phenylmethylsulphonyl fluoride 1mm, pH 7,0) contenant 0,2 g 

de resine Sepabeads Diaion SP 825 (Resindion) ou Diaipn HP 
20 (Supelco) par ml a raison de 4ml de tampon par gramme de 
materiel vegetal. Le broyat a ete incub6 a 4°C pendant 12 
heures sous agitation magn^tique. Cette etape a pour but 
35 1' extraction des proteines solubles et 1' adsorption d'une 

partie des pigments vegetaux sur la resine hydrophobe. 
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L'extrait a ete centrifuge pendant 45 minutes a 15000 g puis 
le surnageant a ete filtre sur membrane Millipore 0,45 
micron. 

L'extrait vegetal a ete chromatographic sur 
une colonne mono-S HR10-10 (Pharmacia Biotech) equilibree 
dans une solution d' acetate de sodium 0,2M, pH 7,8 sur un 
appareil de type Biopilot (Pharmacia Biotech) . Apres passage 
de l'extrait sur la colonne, un gradient en NaCl de 0 a 1M 
dans 1' acetate de sodium 0,2M a ete etabli sur la colonne 
pendant 60 minutes et la rhLf a ete retrouvee dans une 
fraction eluant a 0,8 M NaCl. Cette fraction a ete congelee 
a -20°C. 

EXEMPLE 19 : Analyse de la sequence 

N-terminale . 

Une analyse de la sequence N-terminale par 
le procede de degradation d'Edman a montre que pour chacune 
des deux constructions, c'est-a-dire pour les proteines 
rhLfl et rhLf 2, la sequence des 7 premiers residus est 
" GRRRRS V " , ce qui correspond a la sequence exacte de 
l'extremite N-terminale de la lactoferrine humaine mature de 
reference. Ces resultats montrent que la fusion du peptide 
signal de secretion de la sporamine de patate douce ou de 
celui de la lactoferrine humaine a la sequence codant la 
lactoferrine humaine mature permet un clivage correct de ce 
peptide signal. 

EXEMPLE 20: Analyse en spectrometrie de 
masse MALDI / TOF. 

Les analyses ont ete realisees sur un 
spectrometre de masse MALDI Vision 2000 a desorption laser 
(Finnigan MAT, Brenen, Allemagne) . 3 |il de solution 
contenant 100 pmoles de lactoferrine ont ete ajoutds a 17 \ll 
de solution matrice contenant 10 mg/ml d'acide 2,5 
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dihydroxybenzoique dans un melange eau/acetoni trile (30/70) . 
l^ll de ce produit a ete envoye sur la cible, simultanement a 

un calibre de masse (Serotransf errine humaine, Sigma, de 
masse moleculaire 79590Da dans de l'acide sinapinique) . La 
5 masse moleculaire de rhLf2 est de 81250 Da, ce qui 

correspond a la masse calculee de la chaine polypeptidique 
de la hLf (7 6320 Da) sur laquelle est branchee 2 glycannes 
de 5180 Da de masse moleculaire totale. A partir de ces 
valeurs, le taux de glycannes represente 6,35 % de la masse 
10 totale de la glycoproteine. 

EXEMPLE 21: Composition des glycannes 

de rhLf2. 

15 

L 1 analyse des monosaccharides de la 
glycoproteine a ete realisee par chromatographie en phase 
gazeuse sur colonne capillaire OV 101 et par chromatographie 
sur Girdel 300. Le flux d' helium est de 10 ml/min et la 

20 pression de 0.5 Bars. La temperature est programmee de 12 0°C 

a 240°C a 2°C/min. Les derives trimethylsylyles sont 
prepares par methanolyse (Zanetta et aL, 1972) , par N 
reacetylation et trimethylsilylation (Kamerling et al, 
1975). L 1 analyse montre un taux de 6,5 % d'oses totaux dans 

25 la glycoproteine. La composition molaire est decrite 

ci-dessous 
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Les resultats obtenus suggerent une 
structure de type N-acetyl-lactosaminique des glycannes de 
rhLf2 avec une certaine heterogeneite de la composition 
molaire en monosaccharides. II est a noter principalement la 
presence de xylose, la faible presence de galactose, et 
I 1 absence d'acide N-acetyl neuraminique . 

EXEMPLE 22: Experiences de fixations 
aux cellules Jurkat . 

De nombreux travaux realises sur les 
lymphocytes ont permis de mettre en evidence la presence de 
recepteurs specif iques de la lactoferrine a leur surface. 
L' apparition a la surface des lymphocytes a ete etudiee par 
le biais d'un agent mitogene, la phytohemagglutinine (PHA, 
Mazurier et al . , 1989). Ces travaux ont montre que les 
lymphocytes quiescents ne possedent pas de recepteur pour la 
lactoferrine et que la phytohemaggutinine induit 
1' apparition de recepteurs de haute af finite a la surface 
des lymphocytes circulants, recepteurs qui sont synthetises 
au cours des deux premiers jours d' activation. Les 
constantes de fixation et le nombre de sites de fixation 
sont respectivement de 80 nM et 200000 nM lors des 
conditions d' activation a la PHA. Ce m&ne recepteur a ete 
etudie recerament pour la lignee lymphoblastique Jurkat qui 
permet d'obtenir des resultats stables et reproductibles (Bi 
et al., 1994). Dans 1' etude de fixation de la rhLf2, cette 
lignee cellulaire Jurkat a ete utilisee comme test 
d'activite biologique de la proteine recombinante . 

Les cellules lymphoblast iques T de la lign6e 
Jurkat sont cultivees en milieu RPMI 1640 (GIBCO, Cergy 
Pontoise, France) pH 7,4 contenant 25 mM d'Hepes, 2 iriM de L 
glutamine, de gentamycine (5 mg / ml ) en presence de 10 % 
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de serum de veau foetal prealablement inactive par la 
chaleur, dans une etuve a 5 We C0 2 , a 37 °C. 

Au stade de subconf luence, les cellules sont 
diluees a une densite de 4.10 5 /ml pour les experiences de 
fixation. 

Une quant ite de 100 ^g de rhLf2 a ete 
marquee par 0,2 m Ci d ,125 I, en utilisant les iodobeads 
(Pierce, Rockford, USA) selon les recommandations du 
fournisseur. L 1 iode libre est eliminee par gel filtration 
sur colonne Sephadex G-25 equilibree dans du PBS (50mM NaCl, 
50 mM Na2HP04-NaH2P04 , pH 7,5). Les experiences de fixation 
ont ete effectuees dans du RPMT contenant 0,4 % ( w/v ) de 
transferrine humaine afin d'eviter les fixations 
non-specif iques de la rhLf2 sur les cellules ou sur le 
plastique Des aliquotes de lOO ml contenant 5.10 5 cellules 
ont ete reparties dans des tubes en propylene de 1,5 ml en 
presence de rhLf2 marquee a des concentrations croissantes 
de O a 100 mM. 

La fixation non specifique a ete evaluee en 
presence de 100 exces molaire de Lf non marquee. Les 
cellules ont ete incubees avec les proteines pendant 1 h a 
4°C en presence de 0,01 % (w/v) d'azide de sodium. Enfin, 
les cellules ont 6te lavdes 3 fois par 1 ml de RPMI et le 
culot a ete finalement repris dans 0,5 ml de PBS. La 
radioactivite a alors ete mesuree par un compteur de 
radiations gamma Compugamma, LKB - Wallac ( Turku, Finland) . 

La fixation de rhLf2 marquee a l ,l25 I sur les 
cellules lymphoblastiques T Jurkat a ete analysee par la 
methode de Scatchard (1949). Comme le montre la Fig. 6, les 
courbes de fixation de rhLf2 et de la Lfh isolee a partir du 
lait sont similaires. Dans la gamme de Lfs utilisees, une 
seule classe de recepteurs est detect^e k la surface des 
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cellules avec une constante de dissociation de 80,27±33 nM 
et un nombre de sites par cellules de 124400±36000 . Sur les 

memes cellules, la hLf se fixe avec une constante de 
dissociation de 89,7122 nM et un nombre de sites par 
cellules de 103300±14000 . 

Ainsi, le test de fixation montre que rhLf2 
possede une conformation tres proche de celle de la Lf du 
lait humain puisqu'elle est reconnue avec les memes 
parametres sur son recepteur lymphocytaire. 

EXEMPLE 23: Fixation de rhLf2 a la 
surface des cellules HT29. 

La fixation de la lactoferrine du lait 
humain a ete demontree sur une lignee enterocytaire (HT-29) 
derivee d'un adenocarcinome humain colique capable de se 
differencier en enterocytes (Mikogami et al., 1994, 1995). 
Cet auteur a montre que la fixation de la lactoferrine sur 
son rdcepteur enterocytaire n'est pas liee a son degre de 
saturation en fer et est specif ique c'est-a-dire qu'elle ne 
resulte pas d' interactions electrostatiques ou lectiniques. 

Sur les cellules de type HT29, le nombre de 
sites est de l'ordre de 3.10 6 par cellule et le Kd d 1 environ 
10- 6 M. Le clone HT-29-18C1 repond a ces caracteristiques et 
a ete utilise pour la fixation de rhLf2 afin de verifier son 
activite biologique. 

Les cellules HT29 du clone 18C1 ont ete 
cultivees en DMEM (Eurobio, Les Ullis, France) contenant 2 
mM de L-glutamine et de la gentamycine (5 mg/1) en presence 
de 10% de serum de veau foetal pr^alablement inactive par la 
chaleur dans une etuve a 10% de CO 2 a 37 °C. A ce stade de 
subconf luence, les cellules ont ete fractionnees et remises 
en culture en puits de 2 cm 2 , a raison de 2.10 4 cellules/cm 2 . 
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Apres 21 jours de culture qui permettent la dif f erenciation 
en enterocytes, ces cellules ont ete utilisees pour les 
etudes de fixation. 

La rhLf2 a ete marquee a 1' 125 I comme decrit 
dans l'exemple 19. Les cellules de chaque puits ont ete 
incubees 1 heure sur glace en presence de 0,01% (p/v) 
d'azide de sodium et de transferrine humaine qui evite les 
fixations non specif iques de la lactof errine . La 
radioactivite d'une fraction de 50 |il ete mesuree pour le 

calcul de la concentration du ligand libre presente aux 
cellules. Apres 5 ringages de 500 |xl 1 de DPBS+ (Sigma, ref. 
D1283), les cellules sont decollees par 200 \il de DPBS+/EDTA 

(5 g/1) et la radioactivite de la rhLf2 fixee est mesuree 
par compteur de radiations X Compugamma, LKB-Wallac. 

La fixation de rhLf2 marquee a 1 ' 125 I sur les 
cellules enterocytaires HT-29-18C1 est analysee par la 
methode de Scatchard. Comme le montre la Fig. 7, les courbes 
de fixation des rhLf2 et Lf isolee a partir du lait sont 
similaires. dans la gamme des lactof errines utilisees, une 
seule classe de recepteurs est detectee a la . surface des 
cellules avec une constante de dissociation de 0,8 ±0,19 jliM 
et un nombre de sites par cellules de 1,8x10 s ± 0,28xl0 6 . Sur 

les m§mes cellules, la lactof errine humaine se fixe avec une 
constante de dissociation de 1 i 0,2 pM et un nombre de 
sites par cellules de 4X10 6 ± 0,5xl0 6 . 

Cette fixation sur les cellules 
enterocytaires demontre, comme dans 1 ' exemple 19, que rhLf2 
est reconnue par le recepteur specifique de la lactofenine 
de fagon identique a la proteine native, ce qui suggere une 
bonne conformation et une activite biologique comparable a 
celle de la lactof errine isolee a partir du lait. 
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EXEMPLE 24: Production de lactoferrine 
bovine dans les plantes et leur purification. 

L ' utilisation des methodes telles que 
decrites dans 1' invention peuvent egalement conduire a la 
production de lactoferrine bovine dans les plantes. 
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DESCRIPTION DES FIGURES: 

Fig. 1: Taux d l expression de rhLfl en 
fonction de la guantite de proteines solubles totale (donnes 
en %) . Colonnes 1 a 19 trans formants primaires. Colonne NT : 
tabac non trans forme. 

Fig. 2: Detection de rhLfl par techniques de 
Western Blot d'un extrait de proteines solubles de 
trans formants primaires . Pistes 1, 2, 18, 19, 20: 
transf ormants primaires. Piste NT: tabac non transformer La 
position des temoins de masses moleculaires est indiquee sur 
la gauche . 

Fig. 3: Detection de rhLf2 par technique de 
Western Blot d'un extrait concentre de proteines solubles du 
transformant T30. Piste (1): analyse du transformant T30. 
(2) Lf humaine isolee du lait. La position des temoions de 
masses moleculaires est indiquee sur la gauche. 

Fig. 4: Detection de rhLfl par 
immunoprecipitation a partir d'un extrait de proteines 
solubles du transformant T19. L' analyse en SDS-PAGE met en 
evidence la rhLfl et les anticorps antiLf (Ac) . La position 
des temoins de masses moleculaires est indiquee sur la 
gauche . 

Fig. 5: analyse de rhLfl et rhLf2 apres 
purification par chroma tographie d'af finite. 

Piste (1): rhLfl, piste (2): rhLf2. La 
position des temoins de masses moleculaires est indiquee sur 
la gauche. 



Fig. 6: Fixations specif iques de la rhLf2 
(A) et de la hLf du lait (O) sur les cellules 
Iymphoblast iques Jurkat. Les Lf sont marquees a 1' 125 I. La 
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fixation non specifique est mesuree en presence de 100 exces 
molaire de Lf native non marquee et represente environ 25% 
de la fixation totale. Elle est otee systematiquement de la 
fixation totale. Ces valeurs sont deterrninees par deux 
experimentations distinctes, chaque fois realisees en 
double. 

Fig. 7: Fixations specif iques de la rhLf2 
(A) et de la fLf du lait (O) sur les cellules 
enterocytaires HT29. Les Lf sont marquees a l ,l25 I. La 
fixation non specifique est mesuree en presence de 100 exces 
molaire de Lf native non marquee et represente environ 25% 
de la fixation totale. Elle est otee systematiquement de la 
fixation totale. Ces valeurs sont deterrninees par deux 
experimentations distinctes, chaque fois realisees en 
double . 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'une sequence nucleotidique 
recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour une 
lactoferrine, notamment une lactoferrine de mammif ere, de 
preference la lactoferrine bovine, porcine, caprine, 
humaine, ou les proteines derivees et d* autre part, les 
elements permettant a une cellule vegetale de produire la 
lactoferrine ou les proteines derivees, codees par ledit 
ADNc, notamment un promoteur et un terminateur de 
transcription reconnus par la machinerie transcriptionnelle 
des cellules vegetales, pour la transformation de cellules 
de plantes en vue de l'obtention, a partir de ces cellules, 
ou de plantes obtenues a partir de ces dernieres, de 
lactoferrine ou des proteines derivees. 

2. Utilisation d'une sequence nucleotidique 
recombinante selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que la sequence nucleotidique contient une sequence codant 
pour un peptide signal responsable de la secretion des 
polypeptides recombinants . 

3. Utilisation d'une sequence nucleotidique 
recombinante selon la revendication 2, caracterisee en ce 
que le peptide signal utilise est le peptide signal de la 
sporamine A de patate douce. 

4. Une sequence nucleotidique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle contient d'une part la sequence 
codante pour une lactoferrine, notamment une lactoferrine de 
mammif&re, de preference la lactoferrine bovine, porcine, 
caprine, humaine, ou les proteines derivees et d' autre part, 
les elements permettant a une cellule vegetale de produire 
la lactoferrine ou les proteines derivees codees par ladite 
sequence, notamment un promoteur et un terminateur de 
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transcription reconnus par la machinerie transcriptionnelle 
des cellules vegetales . 

5 . Une sequence nucleotidique recombinante 
selon la revendication 4, caracterisee en ce qu'elle 
contient une sequence codant pour un peptide signal 
responsable de la secretion des polypeptides recombinants. 

6 . Une sequence nucleotidique recombinante 
selon la revendication 5, caracterisee en ce que le peptide 
signal utilise est le peptide signal de la sporamine A de 
patate douce. 

7. Un vecteur, notamment un plasmide, 
contenant une sequence nucleotidique selon l'une des 
revendications 4 a 6 inseree le cas echeant en un site non 
essentiel pour sa replication. 

8. Un h6te cellulaire, notamment toute 
bacterie telle que Agrobacterium tumefaciens, transforme par 
un vecteur selon la revendication 7. 

9. Un procede d'obtention de lactof errine, 
notamment la lactof errine humaine, ou des proteines 
d^rivees, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, 
notamment a I'aide d'un hote cellulaire selon la 
revendication 8, lui-meme transforme par un vecteur selon la 
revendication 7, de mani^re a integrer dans le genome de ces 
cellules une sequence recombinante selon les revendications 
4 a 6, 

- le cas echeant, I'obtention de plantes 
transformees a partir des cellules transformees 
susmentionn6es , 



WO 98/50543 



61 



PCT/FR98/00895 



la recuperation de la lactof errine, 
notamment la lactof errine humaine, ou des proteines derivees 
recombinantes produits dans lesdites cellules ou plantes 
transf ormees susmentionnees, notamment par extraction, 
suivie, le cas echeant, par une purification. 

10. Une plante, un extrait de plante ou une 
partie de plante, notamment feuilles et/ou fruits et/ou 
semences et/ou cellules de plantes, transf ormes 
genetiquement , caracterisee en ce qu'elle contient une (ou 
plusieurs) sequence (s) nucleotidique (s) recombinante (s) 
selon les revendications 4 a 6, integree(s) de fagon stable 
dans leur genome, ces plantes etant choisies notamment parmi 
le colza, le tabac, le mais, le pois, la tomate, la carotte, 
le ble, I'orge, la pomme de terre, le soja, le tournesol, la 
laitue, le riz, la luzerne, et la betterave. 

11. Une lactof errine, notamment une 
lactof errine humaine, ou proteine derivee caracterisee en ce 
qu'elle est obtenue selon le procede de la revendication 9. 

12. Une plante, un extrait de plante ou une 
partie de plantes, notamment feuilles et/ou fruits et/ou 
semences et/ou cellules de plantes, transf ormes 
genetiquement, caracterises en ce qu'ils contiennent une 
lactof errine, notamment la lactof errine humaine, ou une 
proteine derivee selon 1' invention, ces plantes etant 
choisies notamment parmi le colza, le tabac, le mais, le 
pois, la tomate, la carotte, le ble, I'orge, la pomme de 
terre, le soja, le tournesol, la laitue, le riz, la luzerne, 
et la betterave. 

13. Utilisation de plantes, extraits de 
plantes ou parties de plantes selon la revendication 10 ou 
12, et/ou de proteines (lactof errine, notamment la 
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lactoferrine humaine, ou proteine derivee) selon la 

revendication 11, pour l'obtention de compositions 

pharmaceutiques, medicales, odontologiques, cosmetiques ou 
biotechnologiques . 

14. Biomateriau ou composition 

pharmaceutique, medicale, odontologique, cosmetique ou 
biotechnologique . caracterisee en ce qu'elle comprend des 
plantes, extraits de plante, parties de plantes selon la 
revendication 10 ou 12 et/ou de proteines (lactoferrine, 
notamment la lactoferrine humaine, ou proteine derivee) 
selon la revendication 11. 
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Fig. 4 
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Fig. 6 
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